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组 织 构建 体 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 的 特 
征 在 于 具有 如 下 的 至 少 一 种 :至 少 一 个 包含 多 种 
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建 层 状 几何 形状 。 还 公开 了 阵列 及 其 制备 方法 。 
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使 用 组 织 , 用 于 一 种 或 多 种 肝 功 能 的 加 强 或 恢复 
的 工程 化 的 ` 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 。 
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1 .一 种 工程 化 的 ` 活 的 三 维 肝 组 织 构 建 体 ,该 构建 体 包 含 至 少 一 个 限定 平面 几何 形状 
的 区 室 , 该 区 室 包 含 由 边 部 限定 的 内 部 ,该 内 部 包含 实质 细胞 ,该 实质 细胞 是 肝 细 胞 或 肝 细 
胞 样 细胞 ,该 边 部 包含 非 实 质 细 胞 ;所 述 细胞 凝聚 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ; 条 件 是 该 构 
建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 并 且 该 构建 体 在 使 用 时 基本 上 不 含 预 形成 的 文 架 。 

2. 根 据 权利 要 求 1 所 述 的 构建 体 ,其 中 所 述 实 质 细胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 更 多 种 : 
成 年 哺乳 动物 肝 组 织 ;胎儿 哺乳 动物 肝 组 织 ;诱导 多 能 干细胞 GPSC) ;iPSC 衍 生 的 肝 细 胞 样 
细胞 ; 源 自 肝脏 的 成 体 干细胞 / 祖 细胞 ;和 源 自 非 肝脏 的 组 织 的 成 体 干 细胞 / 祖 细胞 。 

3. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 构建 体 , 其 中 所 述 非 实 质 细胞 包括 以 下 一 种 或 更 多 种 :血管 细 
胞 内皮 细胞 、 成 纤维 细胞 、 间 充 质 细胞 、 免 疫 细胞 、 枯 否 细 胞 、 星 形 细胞 、 胆 管 上 皮 细 胞 、 胆 
管 上 皮 样 细胞 、 窦 内皮 细 胞 、 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 以 及 非 源 自 肝 脏 的 干细胞 / 衫 细胞 。 

4. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 构建 体 ,其 包含 多 个 层 。 

5. 根 据 权利 要 求 4 所 述 的 构建 体 ,其 中 至 少 一 个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 
层 不 同 , 以 创建 层 状 几何 形状 。 

6. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 构建 体 , 其 用 于 人 体 中 的 一 种 或 更 多 种 肝 功 能 的 加 强 。 

7. 根 据 权 利 要 求 6 所 述 的 构建 体 ,其 用 于 植 入 受 试 者 中 的 损伤 病变 或 退化 部 位 处 。 

8. 一 种 阵列 ,包含 多 个 根据 权利 要 求 1 所 述 的 工程 化 的 、 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 阵 
列 供 体外 分 析 使 用 。 

9. 根 据 权利 要 求 8 所 述 的 阵列 ,其 用 于 以 下 的 一 种 或 更 多 种 :药物 发 现 ;药物 测试 ;临床 
前 研究 ;毒性 测试 ;吸收 、 分 布 、 代 谢 和 排泄 试验 (ADME) ;药物 代谢 和 药 代 动力 学 试验 
(DMPR) ;疾病 建 模 ; 传染 病 建 模 ; 宿主 疾病 建 模 ; 三 维 生 物 学 研究 ; 和 基于 细胞 的 筛选 。 

10 .一 种 工程 化 的 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,其 包含 :一 个 或 更 多 个 层 , 每 个 层 包含 一 种 
或 更 多 种 肝 细 胞 类 型 , 该 一 个 或 更 多 个 层 凝聚 以 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 , 该 构建 体 的 
特征 在 于 具有 如 下 的 至 少 一 种 : 

a. 至 少 一 个 包含 多 种 细胞 类 型 的 层 , 该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几 
何 形状 ;和 

b. 多 个 层 ,至 少 一 个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 , 以 创建 层 状 几何 形 


状 


其 中 所 述 构 建 体 包 含 至 少 一 个 限定 平面 几何 形状 的 区 室 , 该 区 室 包 含 由 边 部 限定 的 内 
部 ,该 内 部 包含 实质 细胞 ,该 实质 细胞 是 肝 细 胞 或 肝 细 胞 样 细 胞 ,该 边 部 包含 非 实质 细胞 。 
11 .根据 权利 要 求 10 所 述 的 构建 体 ,其 中 所 述 构建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 。 
12 .根据 权利 要 求 10 所 述 的 构建 体 ,其 中 所 述 构 建 体 在 使 用 时 基本 不 含 预 形成 的 支架 。 
13. 根 据 权 利 要 求 10 所 述 的 构建 体 ,其 中 所 述 实质 细胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 更 多 
种 :成 年 哺乳 动物 肝 组 织 ;胎儿 哺乳 动物 肝 组 织 ;诱导 多 能 干细胞 (iPSC) ;iPSC 衍 生 的 肝 细 
胞 样 细 胞 ; 源 自 肝 脏 的 成 体 干细胞 / 祖 细胞 ;和 源 自 非 肝 脏 的 组 织 的 成 体 干细胞 / 祖 细胞 。 
14. 根 据 权 利 要 求 10 所 述 的 构建 体 ,其 中 所 述 非 实质 细胞 包含 以 下 细胞 类 型 中 的 一 种 
或 更 多 种 :血管 细胞 、 内 皮 细 胞 、 成 纤维 细胞 、 间 充 质 细胞 、 免 疫 细 胞 、 燥 细胞 、 枯 否 细胞 、 星 
形 细胞 胆管 细胞 、 窦 内 皮 细 胞 、 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 以 及 非 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细 
胞 。 
15. 根 据 权 利 要 求 10 所 述 的 构建 体 ,其 用 于 人 体 中 的 一 种 或 更 多 种 肝 功 能 的 加 强 。 
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16 .根据 权利 要 求 15 所 述 的 构建 体 ,其 用 于 植 入 受 试 者 中 的 损伤 、 病 变 或 退化 部 位 处 。 

17 .一 种 阵列 ,包含 多 个 根据 权利 要 求 10 所 述 的 工程 化 、 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 阵 
列 供 体外 分 析 使 用 。 
18 .根据 权利 要 求 17 所 述 的 阵列 ,其 用 于 以 下 的 一 种 或 更 多 种 :药物 发 现 ;药物 测试 ; 临 
床 前 研究 :毒性 测试 ;吸收 、 分 布 ` 代 谢 和 排泄 试验 (ADME) ;药物 代谢 和 药 代 动力 学 试验 
(DMPR) ;疾病 建 模 ; 传 染病 建 模 ; 宿主 疾病 建 模 ;三 维 生 物 学 研究 ; 和 基于 细胞 的 划 选 。 

19 .一 种 制造 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,其 包括 : 

a. 制 备 一 种 或 更 多 种 包含 非 实质 细胞 的 生物 墨水 ; 

b. 制 备 一 种 或 更 多 种 包含 实质 细胞 的 生物 墨水 ,该 实质 细胞 是 肝 细胞 或 肝 细 胞 样 细 
胞 ; 

c. 将 所 述 生物 墨水 沉积 到 支持 体 上 ;并 且 

d. 温 育 该 沉积 的 生物 墨水 约 1 小 时 到 约 30 天 ,以 形成 包含 至 少 一 个 限定 平面 几何 形状 
的 区 室 的 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 区 室 包含 由 包含 非 实质 细胞 的 边 部 限制 的 包含 实质 细 
胞 的 内 部 。 

20. 根 据 权 利 要 求 19 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 非 实质 细胞 包括 以 下 一 种 或 更 多 种 :血管 细 
胞 .内皮 细胞 、 成 纤维 细胞 、 间 充 质 细胞 、 免 疫 细 胞 、 癌 细胞 、 枯 否 细 胞 、 星 形 细胞 、 胆 管 上 皮 
细胞 、 胆 管 上 皮 样 细胞 、 窦 内皮 细胞 、 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 以 及 非 源 自 肝脏 的 干细胞 / 
祖 细胞 。 

21 .根据 权利 要 求 19 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 实质 细胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 更 多 种 : 
成 年 哺乳 动物 肝 组 织 ; 胎 儿 哺 乳 动物 肝 组 织 ; 诱 导 多 能 干细胞 GPSC) ; iPSC 衍 生 的 肝 细 胞 样 
细胞 ; 源 自 肝脏 的 成 体 干细胞 / 祖 细胞 ;和 源 自 非 肝 脏 的 组 织 的 成 体 干细胞 / 祖 细胞 。 

22 .根据 权利 要 求 19 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 构建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 。 

23. 根 据 权 利 要 求 19 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 构建 体 在 使 用 时 基本 不 含 任何 预 形 成 的 支 


架 。 
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24. 根 据 权 利 要 求 19 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 构建 体 是 不 受 神经 文 配 的 。 
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工程 化 肝 组 织 \ 其 阵列 及 其 制备 方法 
[0001] ”相关 申请 的 交叉 引用 


[0002] “本 申请 要 求 2013 年 3 月 15 日 提交 的 美国 申请 序列 号 13/841 ,430 的 权益 并 且 是 其 部 
分 继续 申请 ,该 申请 通过 引用 整体 并 入 本 文 。 


背景 技术 

[0003] ”医疗 行业 面临 着 许多 紧迫 的 问题 ,截至 2012 年 6 月 ,有 114,636 名 患者 因 需 要 器 官 
移植 而 在 器 官 分 享 联合 网 络 (United Network for Organ Sharing,UNOS) 上 登记 。 根 据 
UNOS ,在 2012 年 1 月 至 3 月 之 间 , 只 进行 了 6,838 例 移植 ,与 进行 的 移植 相 比 ,每 年 有 更 多 的 忠 
者 加 入 UNOS 名 单 ,导致 等 待 移植 的 患者 人 数 净 增长 。 

[0004] ”此 外 ,一 种 新 的 药物 化 合 物 的 研发 成 本 约 为 18 亿 美元 。 参 见 Paul 等 人 (2010) .How 
to _ improve R&D productivity:the pharmaceutical industry s grand challenge， 
Nature Reviews Drug Discovery 9 (3) :203-214。 药 物 发 现 是 发 现 和 /或 设计 药物 的 过 程 。 
药物 发 现 的 过 程 通 常 至 少 包括 以 下 步骤 :确认 候选 物 、 合 成 .表征 、 算 选 和 分 析 治 疗效 果 。 虽 
然 在 技术 上 和 对 生物 系统 的 了 解 上 有 具有 进展 ,但 药物 发 现 仍 旧 是 一 个 见长、 昂贵 且 低 效 的 
过 程 , 且 新 治疗 剂 发 现 率 较 低 。 


发 明 内 容 

[0005] “本 发 明 涉 及 再 生 医学 和 组 织 和 /或 器 官 工 程 的 领域 .更 具体 地 ,本 发 明 涉及 工程 化 
的 肝 组 织 构建 体 、 其 阵列 以 及 制造 方法 。 
[0006] ”在 一 个 方面 ,本 文公 开 了 工程 化 的 、 活 的 三 维 肝 组 织 构 建 体 ,该 构建 体 包 含 至 少 一 
个 限定 平面 几何 形状 的 区 室 (compartment) ,该 区 室 包 含 由 边 部 (border) 限定 的 内 部 
(interior) ,该 内 部 包含 实质 细胞 ,该 边 部 包含 非 实 质 细胞 ;所 述 细胞 凝聚 形成 活 的 三 维 肝 
组 织 构建 体 ;条 件 是 该 构建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 并 且 该 构建 体 在 使 用 时 基本 上 
不 含 预 形成 的 支架 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 进一步 包含 挤 出 化 合 物 , 该 挤 出 化 合 物 改 
善 细胞 对 于 生物 打印 的 适合 性 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 实质 细胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 
多 种 :成 年 哺乳 动物 肝 组 织 ;胎儿 哺乳 动物 肝 组 织 ;建立 的 (established) 源 自 肝脏 的 细胞 
系 或 株 、. 胚 胎 干 细胞 (ESC) ;ESC 衍 生 的 肝 细 胞 样 细胞 .诱导 多 能 干细胞 (iPSC) ; iPSC 術 生 的 
肝 细 胞 样 细胞 ; 源 自 肝脏 的 成 体 干 细胞 / 祖 细胞 ; 和 源 自 非 肝脏 的 组 织 的 成 体 干 细胞 / 祖 细 
胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,该 非 实质 细胞 包括 以 下 一 种 或 多 种 :血管 细胞 .内皮 细胞 、 成 纤维 细 
胞 ` 间 充 质 细胞 免疫 细胞 、 枯 否 (Kupffer) 细胞 . 星 形 细 胞 .胆管 上 皮 细 胞 .胆管 上 皮 样 细 
胞 、 罕 内皮 细 胞 、 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 以 及 非 源 自 肝 脏 的 干细胞 / 祖 细胞 ,在 一 些 实施 
方案 中 ,该 构建 体 包含 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 的 干细胞 / 祖 细 胞 。 在 进一步 的 实施 方案 
中 ,该 分 化 信号 包括 以 下 一 种 或 多 种 :生物 力学 信号 、 可 解析 的 /可 溶解 的 (soluble) 信号 和 
物理 信号 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 干细胞 / 祖 细胞 在 构建 体制 造 之 前 暴露 于 一 种 或 多 种 
分 化 信号 。 在 进一步 的 实施 方案 中 , 该 干细胞 / 祖 细胞 在 构建 体制 造 期 间 暴 露 于 一 种 或 多 种 
分 化 信号 。 在 进一步 的 实施 方案 中 , 该 干细胞 / 祖 细胞 在 构建 体制 造 之 后 暴露 于 一 种 或 多 种 


CN 105209605 B 说 明 书 2/47 页 


分 化 信号 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 包含 一 个 或 多 个 层 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构 
建 体 包含 多 个 层 , 至 少 一 个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 ,以 创建 层 状 几何 
形状 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 体外 分 析 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 以 下 
的 一 种 或 多 种 :药物 发 现 ;药物 测试 ;临床 前 研究 ;毒性 测试 ;吸收 ` 分 布 ` 代 谢 和 排泄 试验 
(ADME) ; 药物 代谢 和 药 代 动力 学 试验 (DMPR) ;疾病 建 模 ;传染 病 建 模 ;宿主 疾病 建 模 ;三 维 生 
物 学 研究 ; 和 基于 细胞 的 筛选 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 基于 细胞 的 筛选 ,其 中 该 
筛选 用 于 筛选 一 种 或 多 种 传染 病 `. 肝 纤维 化 (例如 , 肝 硬 化 )、 肝 癌 \. 肝 脂肪 变性 (例如 ,脂肪 
肝 ) 、` 一 种 或 多 种 代谢 缺陷 或 一 种 或 多 种 蛋白 质 缺 乏 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 传染 病 包 
括 病毒 感染 或 寄生 虫 感染 (例如 , 症 原 虫 感染 等 ) ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 长 期 组 
织 毒 性 研究 ,其 中 分 析 以 23 天 且 最 多 6 个 月 的 周期 进行 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 
人 体 中 一 种 或 多 种 肝 功 能 的 加 强 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 植 入 受 试 者 中 的 
损伤 .病变 或 退化 degeneration) 部 位 处 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 在 体外 装 
置 中 临床 使 用 ,该 装置 设计 用 于 加 强 或 恢复 一 种 或 多 种 肝 功 能 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 
体 是 不 受 神经 支配 的 。 

L0007] ”在 另 一 个 方面 ,本 文公 开 了 工程 化 的 、 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 , 该 构建 体 包含 :一 
个 或 多 个 层 , 每 个 层 包 含 一 种 或 多 种 肝 细 胞 类 型 ,该 一 个 或 多 个 层 凝聚 以 形成 活 的 三 维 肝 
组 织 构建 体 ,该 构建 体 的 特征 在 于 具有 如 下 的 至 少 一 种 :至 少 一 个 包含 多 种 细胞 类 型 的 层 ， 
该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 形状 ;和 多 个 层 , 至 少 一 个 层 在 组 成 上 或 
结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 ,以 创建 层 状 几何 形状 .在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 的 至 少 
一 个 部 分 是 生物 打印 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 的 每 个 层 在 X、Y 和 7z 轴 中 包含 多 
个 细胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 的 每 个 层 在 X、Y 和 z 轴 中 的 厚度 为 至 少 约 50 微 米 。 
在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 进一步 包含 挤 出 化 合 物 , 该 挤 出 化 合 物 改善 细胞 对 于 生 
物 打印 的 适合 性 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 在 使 用 时 基本 不 含 预 形成 的 支架 ,在 一 些 实 
施 方 案 中 ,该 肝 细 胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 多 种 :成 年 哺乳 动物 肝 组 织 ; 胎 儿 哺 乳 动 物 肝 
组 织 ; 胚 胎 干细胞 SC) ;ESC 衍 生 的 肝 细 胞 样 细胞 、. 诱 导 多 能 干细胞 GPSC) iPSC 術 生 的 肝 
细胞 样 细胞 ; 源 自 肝 脏 的 成 体 干细胞 / 祖 细胞 ;和 源 自 非 肝脏 的 组 织 的 成 体 干细胞 / 祖 细胞 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 进一步 包含 以 下 细胞 类 型 中 的 一 种 或 多 种 : 血 省 细胞 、 内 皮 细 
胞 实质 细胞 、 非 实质 细胞 成 纤维 细胞 ` 间 充 质 细 胞 免疫 细胞 . 交 细 胞 、 枯 否 细胞 、 星 形 细 
胞 、 胆 管 细 胞 、 窦 内皮 细 胞 、 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细 胞 以 及 非 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细 胞 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 包含 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 的 干细胞 / 祖 细胞 。 在 进一步 
的 实施 方案 中 ,该 分 化 信号 包括 以 下 一 种 或 多 种 :生物 力学 信和 号、 可 解析 的 /可 溶解 的 信号 
和 物理 信号 .在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 干细胞 / 祖 细 胞 在 构建 体制 造 之 前 暴露 于 一 种 或 多 
种 分 化 信号 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 干细胞 / 祖 细胞 在 构建 体制 造 期 间 暴露 于 一 种 或 多 
种 分 化 信号 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 干细胞 / 祖 细胞 在 构建 体制 造 之 后 暴露 于 一 种 或 多 
种 分 化 信和 号。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 体外 分 析 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 
体 用 于 以 下 的 一 种 或 多 种 :药物 发 现 ;药物 测试 ;临床 前 研究 ;毒性 测试 ;吸收 ` 分 布 ` 代 谢 和 
排泄 试验 ADME) ;药物 代谢 和 药 代 动力 学 试验 DMPK) ;疾病 建 模 ; 传 染病 建 模 ; 宿 主 疾病 建 
模 ; 三 维 生 物 学 研究 ; 和 基于 细胞 的 筛选 .在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 基于 细胞 的 得 
选 , 其 中 该 筛选 用 于 筛选 一 种 或 多 种 传染 病 、. 肝 纤维 化 (例如 , 肝 硬 化 ) 、 肝 癌 、 肝 脂肪 变性 
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(例如 ,脂肪 肝 ) ` 一 种 或 多 种 代谢 缺陷 或 一 种 或 多 种 香 白 质 缺 乏 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
该 传染 病 包括 病毒 感染 或 寄生 虫 感染 (例如 , 疙 原虫 感染 等 ) ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 
用 于 长 期 组 织 毒性 研究 ,其 中 分 析 以 23 天 且 最 多 6 个 月 的 周期 进行 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 
构建 体 用 于 人 体 中 一 种 或 多 种 肝 功 能 的 加 强 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 植 入 
受 试 者 中 的 损伤 ,病变 或 退化 部 位 处 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 在 体外 装置 中 
临床 使 用 ,该 装置 设计 用 于 加 强 或 恢复 一 种 或 多 种 肝 功 能 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 是 
不 受 神经 文 配 的 。 

L0008] ”在 另 一 方面 ,本 文公 开 了 工程 化 的 、 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 构建 体 包含 :多 个 
层 , 每 个 层 包 含 圆 柱 形 的 生物 墨水 ,该 生物 墨水 基本 平行 的 轴 向 对 齐 , 该 生物 墨水 包含 实质 
肝 细 胞 ; 和 任 选 地 ,在 圆柱 形 生物 墨水 内 或 之 间 的 非 实质 肝 细 胞 ;以 及 任 选 地 ,在 圆柱 形 生 
物 墨 水 之 间 的 空隙 空间 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 。 在 进 
一 步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 进一步 包含 挤 出 化 合 物 ,该 挤 出 化 合 物 改善 细胞 对 于 生物 打 
印 的 适合 性 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 实质 细胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 多 种 :成 年 哺乳 动物 
肝 组 织 ;胎儿 哺乳 动物 肝 组 织 ; 有 上 胚胎 干细胞 (ESC) ;ESC 衍 生 的 肝 细 胞 样 细胞 .诱导 多 能 干 细 
胞 GPSC) ;iPSC 和 衍生 的 肝 细 胞 样 细 胞 ; 源 自 肝脏 的 成 体 干细胞 / 祖 细 胞 ;和 源 自 非 肝脏 的 组 
织 的 成 体 干细胞 / 祖 细 胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 非 实质 细胞 包括 以 下 一 种 或 多 种 :血管 细 
胞 、 内 皮 细 胞 成 纤维 细胞 、 间 充 质 细胞 、 免 疫 细胞 、 枯 否 细 胞 、 星 形 细胞 、 胆 管 上 皮 细 胞 、 胆 
管 上 皮 样 细胞 、 罕 内皮 细 胞 、 源 自 肝 脏 的 干细胞 / 祖 细 胞 以 及 非 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 包 含 一 个 或 多 个 层 , 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 包 含 多 
个 层 , 至 少 一 个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 ,以 创建 层 状 几何 形状 。 在 一 些 
实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 人 体 中 一 种 或 多 种 肝 功 能 的 加 强 . 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构 
建 体 用 于 植 入 受 试 者 中 的 损伤 .病变 或 退化 部 位 处 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 用 于 
在 体外 装置 中 临床 使 用 ,该 装置 设计 用 于 加 强 或 恢复 一 种 或 多 种 肝 功 能 。 在 一 些 实施 方案 
中 ,该 构建 体 是 不 受 神经 支配 的 。 
L0009] ”在 男 一 个 方面 ,本 文公 开 了 工程 化 的 、 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 阵 列 ,每 个 构建 体 包 
含 : 一 个 或 多 个 层 , 每 个 层 包 含 一 种 或 多 种 肝 细 胞 类 型 ,该 一 个 或 多 个 层 凝 聚 以 形成 活 的 三 
维 肝 组 织 构建 体 ,每 个 构建 体 的 特征 在 于 具有 如 下 的 至 少 一 种 ;至 少 一 个 包含 多 种 细胞 类 
型 的 层 , 该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 形状 ; 和 多 个 层 , 至 少 一 个 层 在 
组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 , 以 创建 层 状 几何 形状 .在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 构 
建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,每 个 构建 体 进一步 包含 挤 出 
化 合 物 , 该 挤 出 化 合 物 改善 细胞 对 于 生物 打印 的 适合 性 。 在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 构建 体 在 
使 用 时 基本 不 含 预 形成 的 支架 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 肝 细 胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 多 
种 :成 年 哺乳 动物 肝 组 织 ;胎儿 哺乳 动物 肝 组 织 ; 胚 胎 干细胞 (ESC) :ESC 衍 生 的 肝 细胞 样 细 
胞 诱导 多 能 干细胞 (iPSC) ;iPSC 和 衍生 的 肝 细 胞 样 细胞 ; 源 自 肝 脏 的 成 体 干细胞 / 祖 细 胞 ;和 
源 自 非 肝脏 的 组 织 的 成 体 干 细胞 / 祖 细胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 构建 体 包含 暴露 于 一 种 
或 多 种 分 化 信号 的 干细胞 / 祖 细胞 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 分 化 信号 包括 以 下 一 种 或 多 
种 :生物 力学 信和 号、 可 解析 的 /可 溶解 的 信号 和 物理 信号 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 干 细 
胞 / 祖 细胞 在 构建 体制 造 之 前 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 干 细 
胞 / 祖 细胞 在 构建 体制 造 期 间 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 .在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 干 细 
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胞 / 祖 细胞 在 构建 体制 造 之 后 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 。 在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 构建 体 
进一步 包含 以 下 细胞 类 型 中 的 一 种 或 多 种 :血管 细胞 ,内皮 细 胞 .实质 细胞 、 非 实质 细胞 、 成 
纤维 细胞 ` 间 充 质 细 胞 、 免 疫 细胞 , 况 细 胞 、 枯 否 细胞 、` 星 形 细胞 .胆管 细胞 、 赛 内 皮 细 胞 , 源 
自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 以 及 非 源 自 肝 脏 的 干细胞 / 祖 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 阵列 用 
于 体外 分 析 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 阵列 用 于 以 下 的 一 种 或 多 种 :药物 发 现 ; 药物 测试 
临床 前 研究 ;毒性 测试 ;吸收 分布 .代谢 和 排泄 试验 (ADME) ; 药物 代谢 和 药 代 动力 学 试验 
(DMPK) ;疾病 建 模 ; 传染 病 建 模 ; 宿主 疾病 建 模 ; 三 维 生 物 学 研究 ; 和 基于 细胞 的 筛选 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,该 阵列 用 于 基于 细胞 的 筛选 ,其 中 该 筛选 是 用 于 筛选 一 种 或 多 种 传染 病 \ 肝 
纤维 化 (例如 , 肝 硬 化 ) 、 肝 癌 、 肝 脂肪 变性 (例如 ,脂肪 肝 ) ,一 种 或 多 种 代谢 缺陷 或 一 种 或 多 
种 重 白 质 缺 乏 , 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 传染 病 包 括 病毒 感染 或 寄生 虫 感染 (例如 , 症 原 
虫 感染 等 ) ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 阵列 用 于 长 期 组 织 毒性 研究 ,其 中 分 析 以 >3 天 且 最 多 6 个 
月 的 周期 进行 。 

L0010] ”在 男 一 个 方面 ,本 文公 开 了 工程 化 的 、 活 的 三 维 组 织 构建 体 阵 列 ,其 中 至 少 一 个 该 
构建 体 是 肝 组 织 构建 体 ,每 个 肝 组 织 构建 体 包含 :一 个 或 多 个 层 , 每 个 层 包含 一 种 或 多 种 肝 
细胞 类 型 ,该 一 个 或 多 个 层 凝 聚 以 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 , 该 肝 组 织 构建 体 的 特征 在 
于 具有 如 下 的 至 少 一 种 :至 少 一 个 包含 多 种 细胞 类 型 的 层 ,该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排 
列 , 以 创建 平面 几何 形状 ;和 多 个 层 , 至 少 一 个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 
同 ,以 创建 层 状 几何 形状 在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 肝 组 织 构建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打 
印 的 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,每 个 肝 组 织 构建 体 进一步 包含 挤 出 化 合 物 ,该 挤 出 化 合 物 改 
善 细胞 对 于 生物 打印 的 适合 性 .在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 肝 构 建 体 在 使 用 时 基本 不 含 预 形 
成 的 支架 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 肝 细 胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 多 种 :成 年 哺乳 动物 肝 组 
织 ; 胎 儿 哺 乳 动 物 肝 组 织 ;胚胎 干细胞 (ESC) ;ESC 衍 生 的 肝 细 胞 样 细胞 .诱导 多 能 干细胞 
GPSC) ;iPSC 衍 生 的 肝 细 胞 样 细胞 ; 源 自 肝脏 的 成 体 干细胞 / 祖 细胞 ; 和 源 自 非 肝 脏 的 组 织 
的 成 体 干 细胞 / 祖 细 胞 。 在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 肝 组 织 构建 体 包含 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 
言 号 的 干细胞 / 祖 细 胞 .在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 分 化 信号 包括 以 下 一 种 或 多 种 :生物 力 
学 信号 、 可 解析 的 /可 溶解 的 信号 和 物理 信号 。 在 进一步 的 实施 方案 中 , 该 干细胞 / 祖 细胞 在 
构建 体制 造 之 前 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 干细胞 / 祖 细胞 在 
构建 体制 造 期 间 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 干细胞 / 祖 细胞 在 
构建 体制 造 之 后 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 ,在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 肝 组 织 构建 体 进 一 
步 包 含 以 下 细胞 类 型 中 的 一 种 或 多 种 :血管 细胞 、 内 皮 细 胞 实质 细 胞 、 非 实质 细胞 、 成 纤维 
细胞 ` 间 充 质 细胞 、 免 疫 细胞 、 瘤 细胞、 村 人 否 细胞 ` 星 形 细胞 `. 胆 管 细胞 、 赛 内 皮 细 胞 、 源 自 肝 
脏 的 干细胞 / 祖 细胞 以 及 非 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 .在 一 些 实施 方 案 中 ,该 阵列 用 于 体 
外 分 析 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 阵列 用 于 以 下 的 一 种 或 多 种 :组 织 -组 织 相 互 作 用 :药物 
发 现 ;药物 测试 ;临床 前 研究 ;毒性 测试 ;吸收 分布 .代谢 和 排泄 试验 ADME) ;药物 代谢 和 药 
代 动 力学 试验 (DMPK) ;疾病 建 模 ; 传 染病 建 模 ; 宿主 疾病 建 模 ; 三 维 生 物 学 研究 ; 和 基于 细胞 
的 筛选 。 在 一 些 实施 方 案 中 ,该 阵列 用 于 基于 细胞 的 筛选 ,其 中 该 筛选 用 于 筛选 一 种 或 多 种 
传染 病 、 肝 纤维 化 (例如 , 肝 硬 化 ) 肝癌 、 肝 脂肪 变性 (例如 ,脂肪 肝 ) 、 一 种 或 多 种 代谢 缺陷 
或 一 种 或 多 种 重 白 质 缺 乏 , 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 传染 病 包 括 病毒 感染 或 寄生 虫 感染 
(例如 , 疙 原虫 感染 等 ) 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 阵列 用 于 长 期 组 织 毒性 研究 ,其 中 分 析 以 >3 
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天 且 最 多 6 个 月 的 周期 进行 。 
[0011] ”在 另 一 方面 ,本 文公 开 了 制造 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,该 方法 包括 :制备 一 
种 或 多 种 包含 非 实质 细胞 的 生物 墨水 ;制备 一 种 或 多 种 包含 实质 细胞 的 生物 墨水 ;将 该 生 
物 墨水 沉积 到 支持 体 上 ;并 温 育 该 沉积 的 生物 墨水 持续 约 1 小 时 到 约 30 天 ,以 形成 包含 至 少 
一 个 区 室 的 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 区 室 包 含 由 包含 非 实质 细胞 的 边 部 限制 的 包含 实质 
细胞 的 内 部 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 非 实质 细 胞 包括 以 下 一 种 或 多 种 :血管 细胞 、 内 皮 细 胞 、 
成 纤维 细胞 、 间 充 质 细胞 、 免 疫 细胞 、 癌 细胞 、 顶 否 细 胞 、 星 形 细胞 、 胆 管 上 皮 细 胞 、 胆 管 上 皮 
样 细 胞 、 罕 内皮 细 胞 、 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细 胞 以 及 非 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 ,在 一 些 
实施 方案 中 ,该 实质 细胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 多 种 :成 年 哺乳 动物 肝 组 织 ;胎儿 哺乳 动 
物 肝 组 织 ; 肛 胎 干细胞 (ESC) ;ESC 衍 生 的 肝 细 胞 样 细胞 .诱导 多 能 干细胞 GPSC) ; iPSC 衍 生 
的 肝 细 胞 样 细胞 ; 源 自 肝 脏 的 成 体 干 细胞 / 祖 细胞 ; 和 源 自 非 肝脏 的 组 织 的 成 体 干 细胞 / 祖 
细胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 。 在 进一步 的 实施 方案 
中 ,该 构建 体 进一步 包含 挤 出 化 合 物 ,该 挤 出 化 合 物 改善 细胞 对 于 生物 打印 的 适合 性 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,该 构建 体 在 使 用 时 基本 不 含 任何 预 形 成 的 支架 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 
体 是 不 受 神经 支配 的 。 
[0012] “在 另 一 方面 ,本 文公 开 了 制造 工程 化 的 ` 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,该 方法 包 
括 : 制 备 一 种 或 多 种 包含 肝 细 胞 的 生物 墨水 ;将 该 一 种 或 多 种 生物 墨水 沉积 到 支持 体 上 ;并 
温 育 该 一 种 或 多 种 沉积 的 生物 墨水 持续 约 1 小 时 到 约 30 天 ;其 中 该 构建 体 包 含 一 个 或 多 个 
层 , 每 层 包 含 一 种 或 多 种 细胞 类 型 ,该 一 个 或 多 个 层 凝聚 以 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,该 肝 细 胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 多 种 :成 年 哺乳 动物 肝 组 织 ; 胎儿 哺乳 
动物 肝 组 织 ;胚胎 干细胞 ESC) ;ESC 衍 生 的 肝 细 胞 样 细 胞 .诱导 多 能 干细胞 GPSC) ; iPSC 衍 
生 的 肝 细 胞 样 细 胞 ; 源 自 肝 脏 的 成 体 干细胞 / 祖 细胞 ;和 源 自 非 肝脏 的 组 织 的 成 体 干细胞 / 
祖 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 进 一 步 包 含 以 下 细胞 类 型 中 的 一 种 或 多 种 :血管 细 
胞 .内皮 细胞 、 实 质 细胞 、 非 实质 细胞 、 成 纤维 细胞 、 间 充 质 细胞 、 免 疫 细 胞 、 癌 细胞 、 枯 否 细 
胞 、 星 形 细胞 、 胆 管 细胞 、 窦 内皮 细胞 、 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 以 及 非 源 自 肝脏 的 干 细 
胞 / 祖 细胞 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 的 特征 在 于 具有 如 下 的 至 少 一 种 :至 少 一 个 包含 
多 种 细胞 类 型 的 层 ,该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 形状 ;和 多 个 层 , 至 
少 一 个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 , 以 创建 层 状 几何 形状 ,在 一 些 实施 方 
案 中 ,该 构建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 进一步 包 
含 挤 出 化 合 物 ,该 挤 出 化 合 物 改 善 细胞 对 于 生物 打印 的 适合 性 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 
体 在 使 用 时 基本 不 含 任何 预 形 成 的 支架 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 是 不 受 神经 支配 的 。 
[0013] ”在 另 一 个 方面 ,本 文中 公开 了 用 于 构建 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,该 方法 包 
插 : 制 备 一 个 或 多 个 包含 哺乳 动物 肝 细 胞 的 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 ; 将 所 述 一 个 或 多 个 凝聚 
的 多 细胞 聚集 体 放置 在 支持 体 上 ,以 形成 如 下 的 至 少 一 种 :至少 一 个 包含 多 种 细胞 类 型 的 
层 ,该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 形状 ;和 多 个 层 , 至 少 一 个 层 在 组 成 
上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 , 以 创建 层 状 几何 形状 ;并 温 育 所 述 一 个 或 多 个 多 细胞 
聚集 体 持续 约 1 小 时 至 约 30 天 ,以 使 其 凝聚 并 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 。 在 一 些 实施 方案 
中 ,该 肝 细 胞 源 自 以 下 来 源 中 的 一 种 或 多 种 :成 年 哺乳 动物 肝 组 织 ; 胎儿 哺乳 动物 肝 组 织 ; 
胚胎 干细胞 (ESC) ;ESC 衍 生 的 肝 细 胞 样 细胞 .诱导 多 能 干细胞 GPSC) ; iPSC 衍 生 的 肝 细 胞 样 
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细胞 ; 源 自 肝脏 的 成 体 干 细胞 / 祖 细胞 ; 和 源 自 非 肝 脏 的 组 织 的 成 体 干 细胞 / 祖 细胞 .在 一 些 
实施 方案 中 ,该 肝 组 织 构 建 体 进一步 包含 以 下 细胞 类 型 中 的 一 种 或 多 种 :血管 细胞 .内皮 细 
胞 实质 细胞 . 非 实 质 细胞 .成 纤维 细胞 . 间 充 质 细 胞 、 免 疫 细胞 、 交 细 胞 、 枯 否 细胞 . 星 形 细 
胞 .胆管 细胞 、 塞 内 皮 细 胞 、 源 自 肝 脏 的 干细胞 / 祖 细 胞 以 及 非 源 自 肝 脏 的 干细胞 / 祖 细胞 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 
进一步 包含 挤 出 化 合 物 ,该 挤 出 化 合 物 改善 细胞 对 于 生物 打印 的 适合 性 。 在 一 些 实施 方案 
中 ,该 构建 体 在 生物 打印 时 或 使 用 时 不 含 任何 预 形成 的 文 架 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 
是 不 受 神经 支配 的 。 

[0014] ”在 另 一 方面 ,本 文公 开 了 制造 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,该 方法 包括 将 沉积 
到 支持 体 上 的 一 种 或 多 种 包含 实质 细胞 的 生物 墨水 和 一 种 或 多 种 包含 非 实 质 细 胞 的 生物 
墨水 温 育 持 续 约 1 小 时 到 约 30 天 以 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 , 该 构建 体 包含 至 少 一 个 区 
室 , 该 区 室 包 含 由 包含 非 实 质 细胞 的 边 部 限制 的 包含 实质 细胞 的 内 部 。 

[0015] ”在 另 一 方面 ,本 文公 开 了 工程 化 的 、` 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 , 该 构建 体 包含 一 个 或 
多 个 层 , 至 少 一 个 层 包含 至 少 两 种 细胞 类 型 ,该 至 少 两 种 细胞 类 型 包含 实质 肝 细 胞 类 型 和 
非 实 质 肝 细胞 类 型 ,该 至 少 两 种 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 以 创建 平面 几何 形状 ,该 平 
面 几 何 形 状 包 含 至 少 一 个 实质 肝 细 胞 区 室 和 至 少 一 个 非 实质 肝 细 胞 区 室 ,该 一 个 或 多 个 层 
凝聚 以 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,条 件 是 该 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 在 体外 培养 中 保持 基 
本 存活 至 少 7 天 并 具有 以 下 肝 特 征 的 至 少 两 种 :合成 胆固醇 ;储存 脂 质 ; 储 存 糖 原 ; 表 达 肝 特 
异性 和 蛋白质, 该 蛋白 质 包括 以 下 的 两 种 或 更 多 种 : 白 蛋 白 、 纤 维和 绰 白 原 、 转 铁 和 蛋白 ,CYP450、 
a-1- 抗 胰 和 蛋白 酶 、 乌 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 、 糖 原 合 酶 \ 因 子 VIII 和 因子 IX; 对 肝 调 节 物 有 响应 ,该 
肝 调 节 物 包括 以 下 的 一 种 或 多 种 :激素 .诱导 物 、 毒物 药物 抗体、 干扰 RNA、 小 RNA、 锁 定 核 
酸 、 病 毒 、 细 菌 、 寄 生 虫 和 炎症 诱导 剂 ;对 肝 毒 物 有 响应 ,该 肝 毒 物 包 括 以 下 的 一 种 或 多 种 : 
醋 氨 酚 、 醇 、 曲 伐 沙 星 、 甲 氨 蝶 叭 、 双 握 芬 酸 、 曲 格 列 酮 \ 肉 成 酸 、 胺 础 酮 ;表达 转运 蛋白 ,该 转 
运 蛋 白 包括 以 下 的 一 种 或 多 种 :BSEP、OATP1B1、NTCP、PGP、BCRP、0ATP1B3、ABCB4、ATP8B1、 多 
药 抗 药 性 转运 和 蛋白 MDR) ; 制造 后 保持 至 少 一 些 静 止 星 形 细胞 ;以 及 包含 微血管 结构 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,该 构建 体 在 体外 培养 中 保持 基本 存活 至 少 14 天 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 
体 在 体外 培养 中 保持 基本 存活 至 少 28 天 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 在 体外 培养 中 
保持 基本 存活 至 少 40 天 ,在 各 个 实施 方案 中 ,该 构建 体 在 体外 培养 中 保持 基本 存活 至 少 7、 
10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60 或 更 多 天 ,在 一 些 实施 方案 中 ,使 用 生物 打印 机 以 全 
自动 的 流程 生产 该 构建 体 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 至 少 两 种 细胞 类 型 包括 来 源 于 诱导 多 能 
干细胞 (iPS0) 的 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 至 少 两 种 细胞 类 型 包括 来 源 于 单 核 细胞 或 巨 
哈 细 胞 的 髓 系 细胞 。 在 各 个 实施 方案 中 ,该 构建 体 具有 至 少 三 个 、 四 个 、 五 个 或 六 个 、 七 个 、 
八 个 或 所 有 的 肝 特 征 。 


附 图 说 明 
L0016] 在 所 附 权利 要 求 书 中 详细 阐明 了 本 发 明 的 新 特征 .通过 参考 以 下 阐明 了 说 明 性 实 
施 方案 的 发 明 详 述 (其 中 利用 了 本 发 明 的 原理 ) 和 附 图 ,将 获得 对 本 发 明 特征 和 优点 的 更 好 
理解 , 附 图 中 : 
L0017] ”图 1 为 天 然 肝 组 织 几何 形状 的 非 限制 


性 、 示 例 性 图 示 。 
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[0018] ”图 2 为 含有 HepaRG 细 胞 的 生物 打印 肝 构建 体 的 成 熟 和 生化 表征 的 非 限 制 性 、 示 例 
性 演示 。 将 HepaRG 细 胞 沉积 在 周 界 盒 perimeter box) 的 中 央 , 随 后 成 熟 96 小 时 (A-C) 。 生 物 
打印 的 肝 构 建 体 是 代谢 活性 的 ,其 在 96 小 时 产生 白 蛋 白 ①) 和 胆固醇 人) .在 地 塞 米 松 处 理 
后 ,细胞 色素 P450 (CYP3A4) 活性 比 未 处 理 的 对 照 高 5 倍 (F) 。 

[0019] ”图 3 为 以 限定 的 几何 图 案 (A,B) 生物 打印 的 结构 的 非 限制 性 实例 ,其 含有 iPSC 衍 生 
的 肝 细 胞 (0) ,该 肝 细胞 在 该 工程 化 的 、 生 物 打印 的 构建 体 中 合成 比 在 2D 培 养 对 照 中 显著 更 
高 的 白 和 蛋白 水 平 D) (每 百 万 个 输入 细胞 ) 。 

[0020] ”图 4 为 含有 非 实质 细胞 离散 球状 体 (B) 的 生物 打印 肝 构 建 体 (A) 的 成 熟 的 非 限 种 
性 .示例 性 演示 。 该 生物 打印 的 构建 体 在 额外 温 育 24 小 时 后 保持 融合 和 稳定 (C,D) 。 

[0021] ”图 5 为 共 打 印 的 模具 的 溶解 的 非 限 制 性 .示例 性 演示 ,该 模具 允许 在 肝 细 胞 的 打印 
过 程 中 进行 空间 和 时 间 控 制 ,并 导致 在 x、y 和 z 轴 中 产生 用 户 指 定 的 具有 限定 的 形状 和 大 小 
的 区 室 。 箭 头 指 示 打 印 后 24 小 时 共 打 印 的 模具 已 经 湾 解 的 区 域 和 可 以 添加 额外 的 细胞 输入 
的 区 域 。 

[0022] ”图 6 为 描绘 了 工程 化 肝 组 织 的 非 限制 性 实例 的 宏观 图 像 ,在 这 种 情况 下 ,是 使 用 多 
个 肝脏 细胞 类 型 和 水 溶性 挤 出 化 合 物 (例如 ,PF-127) 构成 的 生物 墨水 、 并 利用 连续 沉积 机 
里 生物 打印 的 多 层 肝 组 织 。(A) 显示 了 单个 功能 单元 的 示意 图 ,突出 了 通过 图 案 化 生物 墨水 
和 负 空 间 negative space) 构建 的 平面 几何 图 形 ; (B) 含有 2x 108 个 细胞 的 用 PF-127 生 物 
打印 的 镶 骨 (tessellated) 功能 单元 ; (C) 显示 了 在 施加 培养 基 20 分 钟 后 的 构建 体 ; 和 ①) 示 
出 了 向 该 结构 施加 培养 基 并 溶出 挤 出 化 合 物 16 小 时 之 后 的 构建 体 ,记录 该 平面 几何 图 形 随 
着 时 间 的 保持 度 。 

[0023] ”图 7 是 图 6 的 镶嵌 构建 体 的 非 限制 性 显 微 照 片 ,描绘 了 在 镶 骨 构建 体 中 的 示例 性 
“ 轮 辐 (spoke)”。 该 显 微 照片 显示 了 通过 在 多 层 镶 嵌 六 边 形 结构 中 连续 沉积 来 生物 打印 , 然 
后 培养 16 小 时 的 星 形 细胞 、 内 皮 细 胞 和 真皮 成 纤维 细胞 的 福 尔 马 林 固 定 石蜡 包 埋 的 组 织 切 
片 的 苏 木 精 和 昌 红 染色 。 
[0024] ”图 8 为 共 打印 的 模具 的 溶解 的 非 限制 性 实例 ,该 溶解 使 得 不 同 区 室 化 的 肝 细 胞 区 
域 融 合 (由 箭头 标 出 ) 。 该 区 域 随 时 间 B;T=24 小 时 ) 融合 成 固体 的 生物 打印 的 组 织 。 

[0025] ”图 9 为 共 打 印 的 模具 (4% 明 胶 和 2%% 藻 酸 盐 ) 的 非 限 制 性 实例 ,该 模具 用 MMX 
Bioprinter 的 注射 器 沉积 模块 (SDM) 生物 打印 ,以 产生 构建 体 A) ,该 构建 体 在 打印 后 72 小 
时 融合 并 成 熟 为 肝 组 织 (B) ,在 此 实例 中 ,如 通过 H&E 染色 (0) 所 证 明 的 ,该 生物 打印 的 组 织 
是 致密 的 ,并 且 如 通过 与 增殖 细胞 5) 相 比 相对 较 少 的 TUNEL 染 色 的 细胞 ⑪) 所 证 明 的 ,该 组 
织 是 存活 的 。 

[0026] 10 为 共 打 印 的 模具 人 A;4% 明胶 和 2% 藻 酸 盐 ) 的 非 限 制 性 实例 ,该 模具 通过 用 注 
射 器 沉积 模块 (SDW) 连续 沉积 而 生物 打印 ,以 产生 融合 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,向 该 结构 的 中 
央 添 加 内 皮 生 物 墨 水 增加 该 构建 体 的 复杂 性 (B) 。E- 笛 粘 自白 (C) 和 CD31 (D) 染色 表明 ,打印 
后 144 小 时 ,上 皮 细 胞 和 内 皮 细 胞 在 其 被 生物 打印 的 区 域 中 普遍 存在 ,TUNEL 染 色 显 示 出 温 
育 144 小 时 后 在 该 工程 化 肝 组 织 的 核心 内 的 有 限 细 胞 死亡 (E) 。 

[0027] ”图 11 为 由 水 凝 胶 组 成 的 共 打 印 的 模具 ( 共 模 具 ) (4% 明 胶 :2% 汇 酸 盐 ) (A) 或 由 非 
实质 细胞 和 基于 水 凝 胶 的 挤 出 化 合 物 组 成 的 生物 墨水 (B) 的 非 限制 性 实例 ,生物 墨水 共 模 
具 线 含有 150x 10° 个 细胞 每 mL 水 凝 胶 挤 出 化 合 物 ,将 Hep62 细 胞 添加 至 该 共 模 具 结 构 并 温 


w=: 


ra 
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育 24h ,产生 融合 的 、 生 物 打 印 的 肝 结 构 (0 。 该 挤 出 化 合 物 的 溶解 在 水 性 介质 中 随时 间 而 发 
生 。 

[0028] ”图 12 为 致密 的 细胞 肝 组 织 的 非 限制 性 实例 ,该 组 织 通 过 在 NovoGen MMX 
Bioprinter 上 使 用 两 个 注射 器 沉积 模块 (SDM) 连续 沉积 而 制造 。 通 过 第 一 SDM 模 块 沉 积 含有 
4% 明 胶 和 2%% 藻 酸 盐 的 共 模 具 线 ,随后 用 第 二 SDM 填 充 HepG2 生 物 浆 料 。 

[0029] ”图 13 为 生物 打印 的 具有 层 状 几何 形状 的 新 组 织 (neotissue) 的 非 限制 性 实例 。 生 
物 打 印 NovoGel 水 凝 胶 基 底 和 共 打 印 的 限定 盒 ,随后 沉积 包含 肝 上 皮 细 胞 生物 墨水 (HepG2 
细胞 ) 的 第 一 层 , 向 其 上 生物 打印 由 肝 星 形 细胞 和 内 皮 细 胞 构成 的 第 三 层 , 在 此 实例 中 , 通 
过 连续 沉积 含有 水 凝 胶 挤 出 化 合 物 的 生物 墨水 生物 打印 了 该 星 形 细胞 :EC 层 (A) ,制造 后 立 
即 获得 的 构建 体 总 体 图 像 显 示 了 两 个 不 同 的 生物 墨水 层 (B) 。 培 养 48 小 时 后 对 福 尔 马 林 固 
定 、 石 蜡 包 埋 的 构建 体 的 切片 进行 的 苏 木 精 和 了 昌 红 染 色 (C) 显示 了 两 个 层 的 不 同形 态 和 层 
状 几 何 形 状 的 建立 -CD31- 阳 性 细胞 被 限制 在 该 构建 体 的 上 层 , 在 该 层 中 生物 打印 了 内 皮 细 
胞 和 肝 星 形 细胞 的 悬浮 液 D) ,而 IGF-2- 阳 性 HepG2 仅 在 底层 中 发 现 ⑤) 。 
[0030] ”图 14 为 生物 打印 的 肝 组 织 中 细胞 图 案 化 和 分 层 的 非 限 制 性 实例 。 对 石蜡 包 埋 的 组 
织 切片 进行 的 苏 木 精 和 了 昌 红 染色 显示 了 相 邻 的 新 组 织 (A) ,该 新 组 织 通过 生物 打印 含有 血 
管内 皮 细 胞 和 肝 星 形 细胞 的 多 型 细胞 群体 而 形成 ,用 CD31 抗 体 对 组 织 切片 的 染色 显示 了 位 
于 中 央 的 内 衬 EC 的 微血管 和 CD31- 阳 性 EC 外 层 的 存在 (B) 。 

[0031] ”图 15 为 用 TGF-B1 刺 激 生物 打印 的 肝 星 形 细胞 组 织 的 非 限制 性 实例 ,生物 打印 的 肝 
星 形 细胞 片 与 浓度 渐 增 的 TGF-B1 (0、1、10、50ng/mL) 一 起 温 育 ,导致 生物 打印 的 组 织 在 总 体 
观察 上 发 生 改 变 , 细 胞 因子 浓度 的 增加 导致 组 织 长 出 物 形成 的 增加 (4A-D,0-50ng/mL) 。 来 自 
生物 打印 的 含有 上 肝 星 形 细胞 的 组 织 的 组 织 切 片 的 三 色 染 色 显 示 出 胶原 沉积 和 构建 体 大 小 
的 增加 以 及 细胞 密度 的 明显 减少 (E-H,0-50ng/mL) 。 
[0032] ”图 16 为 以 多 和 孔 样式 生物 打印 的 非 限制 性 实例 ,在 多 孔 板 (A) 中 或 多 和 孔 培养 插入 物 
(B) 内 产生 生物 打印 的 组 织 构建 体 ,该 构建 体 被 任 选 地 放置 于 合适 的 多 孔 板 中 用 于 长 期 保 
持 和 成 熟 ,在 此 ,组 织 构建 体 被 生物 打印 在 48 孔 聚 茶 乙烯 板 中 (A) 和 6 和 孔 培养 插入 物 的 多 了 筷 
膜 上 ⑮ 。 

[0033] ”图 17 为 生物 打印 的 肝 管 状 结构 的 非 限制 性 实例 ,该 结构 被 设计 并 打印 用 于 体外 支 
撑 。 生 物 打印 并 调适 (condition) 包含 70%HepG2/25%HUVEC/5% 肝 星 形 细胞 的 40mm 长 的 生 
物 墨水 圆柱 体 ,通过 使 用 可 移 除 的 生物 插入 物 水 凝 胶 在 该 结构 的 中 央 构 建 了 通道 。 

[0034] ”图 18 为 平面 和 层 状 几何 形状 (包括 其 组 合 ) 的 一 系列 非 限制 性 实施 例 , 这 些 几何 形 
状 与 本 文 所 述 的 构建 方法 相 容 ,并 再 现 天 然 组 织 结 构 的 结构 要 素 或 空间 要 素 和 生物 学 。 示 
例 性 的 几何 形状 包括 在 结构 上 正确 的 组 织 ,其 具有 血管 网 ⑭) 、 带 状 组 织 (B) 、 分 叶 组 织 (0) 、 
灌注 的 /排列 的 组 织 ①) 、 具 有 固体 + 液体 /液体 界面 的 组 织 ⑥) 、 屏 障 (barrier) 组织 (F) 以 及 
有 具有 层 状 几何 形状 的 分 层 组 织 (G) 。 

[0035] ”图 19 为 含有 重复 管状 结构 的 体外 肝 装 置 的 非 限 制 性 图 示 ,该 管状 结构 具有 均匀 间 
隔 的 空隙 空间 (描绘 为 被 临时 的 填充 体 所 占据 ; 深 色 圆 ) ,使 得 允许 跨 过 和 /或 通过 该 工程 化 
的 肝 组 织 灌注 。 

[0036] ”图 20 为 生物 打印 的 人 肝 组 织 的 非 限制 性 实例 。 

[0037] ”图 21 为 显示 生物 打印 的 人 肝 组 织 的 组 织 学 表征 的 一 系列 非 限 制 性 显 微 照片 ;在 这 
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L0038] ”图 22 为 显示 生物 打印 的 人 肝 组 织 的 组 织 学 表征 的 一 系列 非 限制 性 显 微 照 


种 情况 下 , 显 微 照片 示 出 了 被 非 实质 间 质 
组 织 的 小 叶 型 结构 。 
[0039] ”图 23 为 显示 由 生物 打印 的 人 肝 组 织 产生 白 和 蛋白 (A) 和 胆固醇 (B) 的 数据 的 非 限 千 


性 实例 。 


[0040] ”图 24 为 显示 由 生物 打印 的 人 肝 台 


非 限 制 性 实例 。 


[0041] ”图 25 为 显示 在 


削 造 后 第 10 大 生物 打 印 的 人 肝 
持家 基因 RNA (18s RNA) 的 相对 量 的 数据 的 非 限制 性 实例 。 


L0042] ”图 26 为 显示 在 生物 打印 的 人 肝 组 织 中 通过 利 福 平 处 理 持续 诱导 活性 CYP 


数 据 的 非 限 1 


由 性 实例 (A) ,该 诱导 可 以 被 维 拉 帕 米 抑制 (B) 。 
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种 情况 下 , 显 微 照 片 示 出 了 高 组 织 密度 (A) 、.ECM 的 产生 (B) 、 脂 质 的 产生 (0 以 及 糖 原 的 产生 


片 ; 在 这 


围绕 的 肝 细 胞 区 域 和 明显 的 自 组 织 成 模拟 天 然 肝 


NE 


晶 织 产生 转 铁 和 蛋白 (A) 和 纤维 蛋白 原 (B) 的 数据 的 


晶 织 中 胆汁 盐 输 出 蛋白 mRNA 相对 于 


3A4 酶 的 


[0043] ”图 27 为 显示 如 根据 乳酸 脱氧 酶 (LDH) 所 测量 的 ,在 生物 打印 的 肝 组 织 中 通过 双 和 氧 


芬 酸 处 理 来 诱导 CYP3A4 ,随后 以 较 高 的 剂量 进行 


组 织 损伤 的 数据 的 非 限制 | 


i 


生 实例 。 


[0044] ”图 28 为 显示 在 生物 打印 的 肝 组 织 中 ,在 曲 伐 沙 星相 对 于 左氧氟沙星 的 多 剂量 研究 


中 , 白 和 蛋白 减少 ⑭ 和 LDH 
[0045] ”图 29 为 显示 在 生物 打印 的 肝 缚 
的 活力 降低 (4) 、 白 和 蛋白 减少 (B) 和 LDHy 


肖 加 (B) 的 数据 的 非 限 制 性 实例 。 
晶 织 中 ,在 甲 氮 蝶 叭 的 多 剂量 研究 中 ,根据 ATP 所 测量 
兽 加 (0) 的 数据 的 非 限制 性 实例 。 


[0046] ”图 30 为 显示 如 根据 CYP 的 诱导 所 测量 的 ,生物 打印 的 肝 组 织 对 维生素 D 的 响应 的 数 


据 的 非 限 箱 


性 实例 。 


[0047] ”图 31 为 显示 如 根据 IL-6 的 产量 所 测量 的 ,在 含有 枯 否 细胞 的 生物 打印 的 肝 组 织 
中 ,对 LPS 刺 激 的 响应 的 数据 的 非 限 制 性 实例 。 
[0048] ”图 32 为 显示 如 根据 细胞 因子 IL-10、IL-1b 和 TNF-o) 的 产量 所 测量 的 ,在 含有 枯 否 
细胞 的 生物 打印 的 肝 组 织 中 ,对 LPS (10ug/m1 (A) 和 100ng/m1 (B) ) 刺激 的 剂量 依赖 性 响应 的 
数据 的 非 限 制 性 实例 。 


[0049] ”图 33 为 约 90%6 让 
[0050] ”图 34 为 显示 如 根据 IL-6 的 产量 所 测量 的 ， 


[ 合 的 肝 赛 内 皮 细 胞 (HSEC) 单 层 的 非 限制 性 实例 。 


的 非 限 制 性 实例 。 
[0051] ”图 35 为 在 非 实质 部 分 中 引入 HSEC 的 融合 的 三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 的 非 限制 性 实 


例 。 


[0052] ”图 36 为 描 


5%) 的 非 限制 性 实例 。 


具体 实施 方式 
[0053] ”对 于 许多 患 有 肝 功 能 衰竭 的 患者 ,通过 递送 健康 的 细胞 或 组 织 来 恢复 即使 部 分 肝 
质量 ,对 患者 的 存活 和 肝 功 能 也 可 以 具有 重大 的 影响 ,根据 2011 年 UNOS 数 据 库 ,在 美国 有 起 
过 10,000 名 患者 等 待 肝 移 植 ,其 中 不 到 50% 的 患者 真正 接受 了 移植 的 肝脏 。 可 以 从 移植 的 


肝脏 受益 的 患者 比 列 在 移植 名 单 上 的 多 得 多 ,该 名 单 通常 为 病情 最 严重 的 患者 保留 .而 且 ， 
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维 培养 物 中 HSEC 对 LPS 的 响应 的 数据 


绘 小 分 子 渗透 穿 过 冷冻 切片 的 三 维 生 物 打印 肝 组 织 的 显 微 照片 (FITC; 
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许多 个 体 患 有 慢性 退化 疾病 ,对 此 移植 不 是 现今 的 医疗 保健 模型 .因此 ,功能 性 的 肝 组 织 将 
有 具 有 巨大 临床 价值 .在 美国 ,现在 常规 进行 节 段 性 的 或 部 分 的 肝 移 植 ,其 中 单个 器 官 被 分 成 
2-3 个 片 或 叶 , 每 一 片 移植 到 等 待 名 单 中 的 患者 中 。 因 为 健康 的 肝 组 织 具 有 根据 其 大 小 和 代 
谢 需 求 而 生长 并 适应 个 体 的 独特 能 力 ,所 以 部 分 质量 移植 的 方法 在 临床 上 是 可 行 的 。 
[0054] ”此 外 ,由 于 不 可 预料 的 毒性 ,许多 化 合 物 在 后 期 临床 试验 中 或 上 市 后 失败 ,其 占 到 
化合 物 在 III 期 中 失政 的 35% (Curr.Pharm.Des.200511:3545) 。 不 可 预料 的 肝 毒 性 占 这 些 
失败 中 的 大 多 数 ,随后 是 心脏 毒性 和 肾 毒性 .因此 ,需要 更 好 的 系统 来 提供 对 人 体内 表现 的 
更 精确 的 预测 。 
[0055] “对 能 大 大 增加 创新 的 、 成 本 有 效 的 新 药 的 数量 和 质量 而 不 造成 不 可 承受 的 研究 和 
开发 成 本 的 材料 .工具 和 技术 存在 需求 .因此 ,本 发 明 人 在 本 文中 公开 了 工程 化 的 肝 组 织 构 
建 体 、 其 阵列 及 其 制备 方法 ,其 在 组 织 和 器 官 工 程 化 、 体 外 分 析 、 药 物 发 现 和 其 他 领域 中 具 
有 实用 性 。 
[0056] ” 肝 组 织 的 先前 的 模型 集中 在 通过 将 细胞 接种 到 预 形成 并 且 成 形 为 适应 预期 应 用 
的 三 维 支架 材料 上 ,或 使 肝 细 胞 通过 随机 组 装 形成 多 细胞 球状 体 (其 中 产生 了 细胞 球状 聚 
集体 但 聚集 体内 没有 指向 结构 ) ,来 提供 工程 化 的 组 织 构 建 体 .已 接种 到 支架 材料 上 的 细胞 
是 原 代 细 胞 、 细 胞 系 、 工 程 化 细胞 和 /或 干细胞 / 祖 细胞 , 当 利 用 多 能 干细胞 或 祖 细 胞 时 , 它 
们 或 者 在 接种 到 三 维 支架 材料 上 之 前 在 二 维 单 层 培养 中 经 历 分 化 程序 ,或 者 首先 接种 到 支 
架 材 料 上 并 随后 在 原 位 或 在 体外 经 历 分 化 程序 以 产生 期 望 的 组 织 。 就 细胞 产 率 、 构 建 体 内 
细胞 的 终 末 分 化 所 需 的 时 间 以 及 所 得 三 维 结构 的 总 体 细 胞 性 和 结构 而 言 ,传统 方法 既 费 力 
又 低 效 。 
[0057] “重要 的 是 ,先前 的 努力 和 技术 未 能 产生 限定 的 组 织 区 室 ,该 区 室 在 结构 内 的 特定 
位 置 存在 特定 细胞 类 型 并 且 在 构建 体 中 一 次 保持 数 天 或 数 周 (最 多 40 天 ) 。 另 外 ,先前 的 努 
力 和 技术 未 能 显示 出 有 助 于 组 织 寿命 的 天 然 样 结构 ,包括 微血管 结构 和 紧密 连接 。 本 文 所 
述 的 技术 使 得 能 够 对 结构 进行 精细 控制 并 使 得 能 够 产生 高 度 限 定 的 类 似 天 然 组 织 的 几何 
形状 ,此 外 ,该 技术 使 得 能 够 构建 保持 这 些 几 何 形状 的 高 细胞 密度 组 织 ,因此 延长 了 组 织 的 
使 用 寿命 。 
[0058] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 工程 化 的 、 活 的 三 维 肝 组 织 构 建 体 , 该 构建 体 包含 
至 少 一 个 限定 平面 几何 形状 的 区 室 , 该 区 室 包 含 由 边 部 限定 的 内 部 ,该 内 部 包含 实质 细胞 ， 
该 边 部 包含 非 实质 细胞 ;所 述 细胞 凝聚 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ; 条 件 是 该 构建 体 的 至 
少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 并 且 该 构建 体 在 使 用 时 基本 上 不 含 预 形成 的 支架 。 
[0059] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文 还 公开 了 工程 化 的 \ 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 构建 体 包 
含 : 一 个 或 多 个 层 , 每 个 层 包含 一 种 或 多 种 肝 细 胞 类 型 ,该 一 个 或 多 个 层 凝 聚 以 形成 活 的 三 
维 肝 组 织 构建 体 , 该 构建 体 的 特征 在 于 具有 如 下 的 至 少 一 种 :至 少 一 个 包含 多 种 细胞 类 型 
的 层 ,该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 形状 ; 和 多 个 层 , 至 少 一 个 层 在 组 
成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 ,以 创建 层 状 几何 形状 。 
[0060] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文 还 公开 了 工程 化 的 、 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 构建 体 包 
含 : 多 个 层 ,每 个 层 包 含 圆 柱 形 的 生物 墨水 ,该 生物 墨水 基本 平行 的 轴 向 对 齐 ,该 生物 墨水 
含 实 质 肝 细胞 ; 和 任 选 地 ,在 圆柱 形 生物 墨水 之 内 或 之 间 的 非 实质 肝 细胞 ;以 及 任 选 地 ， 
在 圆柱 形 生物 墨水 之 间 的 空隙 空间 。 
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[0061] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文 还 公开 了 工程 化 的 ` 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 阵列 ,每 个 构 
建 体 包含 :一 个 或 多 个 层 ,每 个 层 包含 一 种 或 多 种 肝 细 胞 类 型 ,该 一 个 或 多 个 层 凝 聚 以 形成 
活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,每 个 构建 体 的 特征 在 于 具有 如 下 的 至 少 一 种 :至 少 一 个 包含 多 种 
细胞 类 型 的 层 , 该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 形状 ;和 多 个 层 ,至 少 一 
个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 ,以 创建 层 状 几何 形状 。 

[0062] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文 还 公开 了 工程 化 的 、 活 的 三 维 组 织 构建 体 阵 列 ,其 中 该 构 
建 体 中 的 至 少 一 个 是 肝 组 织 构建 体 ,每 个 肝 组 织 构建 体 包含 :一 个 或 多 个 层 ,每 个 层 包 含 一 
种 或 多 种 肝 细 胞 类 型 ,该 一 个 或 多 个 层 凝 察 以 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 , 该 肝 组 织 构建 
体 的 特征 在 于 具有 如 下 的 至 少 一 种 ;至 少 一 个 包含 多 种 细胞 类 型 的 层 ,该 细胞 类 型 相对 于 
彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 形状 ;和 多 个 层 , 至 少 一 个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 
其 他 层 不 同 ,以 创建 层 状 几何 形状 。 

[0063] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文 还 公开 了 制造 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,该 方法 包 
括 : 制 备 一 种 或 多 种 包含 非 实 质 细胞 的 生物 墨水 ;制备 一 种 或 多 种 包含 实质 细胞 的 生物 时 
水 ;将 该 生物 墨水 沉积 到 支持 体 上 ;并 温 育 该 沉积 的 生物 墨水 持续 约 1 小 时 到 约 30 天 ,以 形 
成 包含 至 少 一 个 区 室 的 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 区 室 包含 由 包含 非 实质 细胞 的 边 部 限 种 
的 包含 实质 细胞 的 内 部 。 
[0064] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文 还 公开 了 制造 工程 化 的 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ， 
该 方法 包括 :制备 一 种 或 多 种 包含 肝 细 胞 的 生物 墨水 ;将 该 一 种 或 多 种 生物 墨水 沉积 到 文 
持 体 上 ;并 温 育 该 一 种 或 多 种 沉积 的 生物 墨水 持续 约 1 小 时 到 约 30 天 ;其 中 该 构建 体 包含 一 
个 或 多 个 层 , 每 层 包含 一 种 或 多 种 细胞 类 型 ,该 一 个 或 多 个 层 凝聚 以 形成 活 的 三 维 肝 组 织 
构建 体 。 

[0065] ”在 茶 些 实施 方案 中 ,本 文中 还 公开 了 用 于 构建 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,该 
方法 包括 :制备 一 个 或 多 个 包含 哺乳 动物 肝 细 胞 的 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 ; 将 所 述 一 个 或 多 
个 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 放置 在 支持 体 上 ,以 形成 如 下 的 至 少 一 种 :至 少 一 个 包含 多 种 细胞 
类 型 的 层 ,该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 形状 ;和 多 个 层 , 至 少 一 个 层 
在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 , 以 创建 层 状 几何 形状 ;并 温 育 所 述 一 个 或 多 个 
多 细胞 聚集 体 持续 约 1 小 时 至 约 30 天 ,以 使 所 述 多 细胞 聚集 体 凝 聚 ,并 形成 活 的 三 维 组 织 构 
建 体 。 

[0066] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本文 还 公开 了 制造 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,该 方法 包 
括 将 沉积 到 支持 体 上 的 一 种 或 多 种 包含 实质 细胞 的 生物 墨水 和 一 种 或 多 种 包含 非 实 质 细 
胞 的 生物 墨水 温 育 约 1 小 时 到 约 30 天 以 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 构建 体 包 含 至 少 一 
个 区 室 ,该 区 室 包含 由 包含 非 实质 细胞 的 边 部 限制 的 包含 实质 细胞 的 内 部 。 

[0067] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文 还 公开 了 工程 化 的 、 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 构建 体 包 
含 一 个 或 多 个 层 ,至少 一 个 层 包 含 至 少 两 种 细胞 类 型 ,该 至 少 两 种 细胞 类 型 包含 实质 肝 细 
胞 类 型 和 非 实 质 肝 细胞 类 型 ,该 至 少 两 种 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 以 创建 平面 几何 形 
状 , 该 平面 几何 形状 包含 至 少 一 个 实质 肝 细 胞 区 室 和 至 少 一 个 非 实质 肝 细 胞 区 室 ,该 一 个 
或 多 个 层 凝 聚 以 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 , 条 件 是 该 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 在 体外 培养 
中 保持 基本 存活 至 少 7 天 并 具有 以 下 肝 特征 的 至 少 两 种 :合成 胆固醇 ;储存 脂 质 ; 储 存 糖 原 ; 
表达 肝 特 异性 蛋白 质 ,该 重 白 质 包 括 以 下 的 两 种 或 更 多 种 : 白 蛋 白 、 纤 维 蛋白 原 、 转 铁 归 白 、 
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CYP450,.a-1- 抗 胰 和 蛋白 酶 、. 乌 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 、 糖 原 合 酶 因子 VIII 和 因子 IX; 对 肝 调节 物 有 
响应 ,该 肝 调 节 物 包括 以 下 的 一 种 或 多 种 :激素 .诱导 物 、. 毒 物 \ 药 物 、 抗 体 . 干 扰 RNA、 小 RNA、 
锁定 核酸 病毒、 细菌 .寄生 虫 和 炎症 诱导 剂 ; 对 肝 毒 物 有 响应 , 该 肝 毒 物 包括 以 下 的 一 种 或 
多 种 : 酷 氮 酚 ` 醇 ` 曲 伐 沙 星 . 甲 损 蝶 叭 、 双 氧 芬 酸 、 曲 格 列 酮 两 戊 酸 、 胺 碘 酮 ;表达 转运 蛋 
白 ,该 转运 蛋白 包括 以 下 的 一 种 或 多 种 :BSEP、OATP1B1、NTCP、PGP、BCRP、OATP1B3、ABCB4、 
ATP8B1、 多 药 抗 药 性 转运 蛋白 (MDR) ;在 制造 后 保持 至 少 一 些 静 止 星 形 细胞 ;以 及 包含 微 血 
管 结构 。 

[0068]  ” 某 些 定义 

[0069] ”除非 男 有 定义 ,本 文中 使 用 的 所 有 技术 和 科学 术语 具有 与 本 发 明 所 属 领 域 的 普通 
技术 人 员 通 常理 解 的 相同 的 含义 。 

[0070] ”如 在 本 说 明 书 和 所 附 权 利 要 求 书 中 使 用 的 ,单数 形式 一个”、“ 一 种 ”和 “该 ”包括 
复数 的 指示 物 , 除 非 上 下 文 男 有 明确 规定 ,因此 ,例如 , 提 及 “一 种 核酸 ”包括 一 种 或 多 种 核 
酸 , 和 /或 本 领域 技术 人 员 在 阅读 本 公开 内 容 等 之 后 将 会 明白 的 、 本 文 所 述 的 类 型 的 组 合 
物 。 本 文中 任何 提 及 的 "或 " 意 在 包括 “和 /或 ” ,除非 男 有 说 明 。 

[0071] ”如 本 文中 使 用 的 ,“ 阵 列 ” 是 指 科 学 工具 ,包括 多 个 空间 排列 的 元 件 的 关联 
(association) ,以 允许 在 一 个 样品 上 进行 多 个 试验 、 在 多 个 样品 上 进行 一 个 或 多 个 试验 或 
两 者 。 

[0072] ”如 本 文中 使 用 的 ， 分 析 (assay)” 是 指 :测试 或 测量 物质 (例如 化 学 品 、 分 子 、 生 物 
化 学 品 、 蛋 白质 、 激 素 或 药物 等 ) 在 有 机 或 生物 样品 (例如 细胞 聚集 体 、 组 织 、 器 官 ,有 机 体 
等 ) 中 的 存在 或 活性 的 程序 。 

[0073] ”如 本 文中 使 用 的 , “生物 相 容 性 的 (biocompatible)” 是 指 对 细胞 造成 伤害 或 毒性 
的 风险 有 限 。 如 在 说 明 书 和 权利 要 求 书 中 所 呈现 的 , “生物 相 容 性 多 孔 容 器 ”和 “生物 相 容 性 
膜 " 对 哺乳 动物 细胞 造成 伤害 或 毒性 的 风险 有 限 ,但 该 定义 并 未 延伸 到 隐 含 了 这 些 生物 相 
容 性 元 件 可 以 被 植 入 到 哺乳 动物 体内 。 

[0074] ”如 本 文中 使 用 的 , “生物 墨水 ”是 指 在 生物 打印 中 使 用 的 液体 、 半 固体 或 固体 组 合 
物 ,在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 细胞 溶液 .细胞 聚集 体 、 包 含 细胞 的 凝 胶 、 多 细胞 体 或 
组 织 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 还 包含 文 撑 材 料 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 还 包含 
无 细胞 材料 ,该 材料 提供 使 得 生物 打印 能 够 进行 的 特定 生物 力学 性 质 ,在 一 些 实施 方案 中 ， 
生物 墨水 包含 挤 出 化 合 物 。 

[0075] ”如 本 文中 使 用 的 , “生物 打 印 ” 是 指 :经 由 与 自动 的 或 半自动 的 计算 机 辅助 的 三 维 
原型 装置 (例如 生物 打印 机 ) 相 容 的 方法 ,利用 细胞 (例如 细胞 溶液 、 含 细胞 的 凝 胶 、 细 胞 悬 
浮 液 、 细 胞 浓缩 物 、 多 细胞 聚集 体 ` 多 细胞 体 等 ) 的 三 维 精确 沉积 。 

[0076] ”如 本 文中 使 用 的 , “凝聚 (cohere)”、“ 凝 聚 的 (cohered)” 和 “凝聚 (cohesion)” 指 将 
细胞 、 细 胞 聚集 体 ` 多 细胞 聚集 体 ` 多 细胞 体 和 /或 它们 的 层 结合 起 来 的 细胞 -细胞 粘 附 性 
质 。 该 术语 可 以 与 "融合 (fusej” “融合 的 (fused)” 和 "融合 で usion) "互換 使用 。 

[0077] ”如 本 文中 使 用 的 ， 圆 柱 形 的 ”是 指 基 本 具有 圆柱 体 的 形式 。 在 各 个 实施 方案 中 ， 
柱 形 生物 墨水 基本 具有 圆柱 体 的 形式 并 且 在 形式 上 是 约 99%、98%、97%、96%、95%、 
94%、93%、92%、91%、90%、85%、80%、75%、70%、65% 或 60% (包括 其 间 的 任何 量 ) 为 圆 
柱 形 的 .在 进一步 的 各 个 实施 方案 中 ,圆柱 形 生物 墨水 沿 其 长 度 的 大 约 99% 、98% 、97% 、 
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96%、95%、94% 93%、92%、91%、90%、85%、80%、75% 、70%、65%、60%、55% 或 50% 
(包括 其 同 的 任 何 量 ) 基本 具有 圆柱 形 的 形式 ,在 一 些 实施 方案 中 , “圆柱 形 的 ”是 指 在 人 
时 基本 具有 圆柱 形 的 形式 。 
[0078] ”如 本 文中 使 用 的 ， 层 状 ? 是 指 多 层 的 、 生 物 打 印 的 组 织 , 其 中 两 个 或 多 个 平面 层 组 
合 起 来 以 增加 该 组 织 在 7 平面 的 总 厚度 ,在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 平面 层 在 结构 和 /或 组 成 
上 基本 类 似 。 在 其 他 实施 方案 中 ,每 个 平面 层 在 结构 和 /或 组 成 上 是 基本 上 独特 的 。 
[0079] “如 本 文中 使 用 的 ， 层 "是 指 在 X 和 Y 平 面 中 多 个 细胞 厚度 的 细胞 的 联合 。 在 一 些 实 
本 案 中 ,本文 所 述 的 工程 化 肝 组 织 包 含 一 个 层 。 在 其 他 实施 方案 中 ,本文 所 述 的 工程 化 肝 
组 织 包 含 多 个 层 。 在 各 个 实施 方案 中 , 层 形成 连续 的 、 基 本 连续 的 或 非 连续 的 细胞 片 。 在 一 
些 实施 方案 中 ， 本 文 所 述 的 工程 化 肝 组 织 的 每 个 层 在 x 了 和 2Z 轴 中 包含 多 个 细胞 。 在 进一步 
的 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 的 每 个 层 在 xXx\Y 和 2Z 轴 中 至 少 为 约 50 微 米 厚 。 
[0080] ”如 本 文中 使 用 的 ， 多 层 的 ?是 指 由 两 个 或 多 个 组 织 层 构成 ,其 中 每 个 组 织 层 是 一 
个 或 多 个 细胞 层 的 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,组织 层 一 次 沉积 一 个 。 在 其 他 实施 方案 中 , 同 
时 沉积 多 个 层 。 任 选 地 ,每 个 层 是 由 多 种 细胞 类 型 构成 的 。 进 一 步 地 ,在 每 个 层 中 的 多 种 细 
胞 类 型 任 选 地 在 X-Y 平 面 ( 即 :水 平平 面 ) 上 以 空间 限定 的 结构 相对 于 彼此 排列 .此 外 ,在 某 
些 情 况 下 ,在 2Z- 平 面 ( 即 :垂直 平面 ) 上 的 层 增 加 导致 细胞 在 层 内 相对 于 彼此 的 受 控 空间 定 
位 ,使 得 空间 限定 的 结构 在 Z- 平 面 上 继续 。 
[0081] ”如 本 文中 使 用 的 ,“ 多 能 细胞 ”是 指 能 够 经 历 分 化 成 为 两 种 或 多 种 细胞 类 型 的 细 
胞 ,多 能 细胞 包括 ,例如 , 间 充 质 干细胞 /基质 细胞 ,诱导 性 多 潜能 干细胞 和 胚胎 干细胞 。 
[0082] ”如 本 文中 使 用 的 , “实质 细胞 ”是 指 肝 细胞 或 肝 细 胞 样 细胞 ;而 “ 非 实 质 细胞 ”是 指 
不 是 肝 细 胞 或 肝 细 胞 样 细胞 的 肝脏 细胞 。 
[0083] “如 本 文中 使 用 的 ,平面 的 ?是 指 生物 打印 的 多 细胞 组 织 的 层 , 其 中 多 个 生物 墨水 
组 合 物 和 /或 空隙 空间 相对 于 彼此 空间 排列 成 基本 在 该 组 织 层 的 X-Y 平 面 内 的 限定 的 图 案 。 
例如 参见 图 18A-E。 在 各 个 实施 方案 中 ,平面 层 是 基本 平面 的 ,例如 , 约 99% 、98% 、97 % 、 
96%、95% 94% 、93%、92% 、91% 、90%、85%、80% 、 75% 、70%、65% 或 60% (包括 其 间 的 
任何 量 ) 空间 排列 成 在 该 组 织 层 的 X-Y 平 面 内 的 限定 的 图 案 。 
[0084] ”如 本 文中 使 用 的 , “支架 ”是 指 :合成 的 支架 ,例如 聚合 物 支 架 和 多 孔 水 凝 胶 ; 非 合 
成 的 支架 ,例如 预 形成 的 细胞 外 基质 层 、 死 细胞 层 和 脱 细胞 的 组 织 , 以 及 任何 其 他 类 型 的 预 
形成 支架 , 它 对 于 工程 化 组 织 和 /或 器 官 的 物理 结构 而 言 是 必要 的 ,并 且 不 能 在 不 损坏 / 破 
坏 所 述 组 织 和 /或 器 官 的 情况 下 从 该 组 织 和 /或 器 官 除 去 ,在 进一步 的 实施 方案 中 , 脱 细胞 
的 组 织 支 架 包 括 脱 细胞 的 天 然 组 织 或 以 任意 方式 由 培养 的 细胞 产生 的 脱 细胞 的 细胞 材料 ，; 
例如 ,使 之 死亡 或 者 脱 细 胞 而 留 下 它们 在 活着 时 产生 的 ECM 的 细胞 层 。 因 此 ,术语 “无 文 架 
(scaffoldless)” 意 在 隐 舍 了 :在 使 用 时 ,支架 不 是 工程 化 组 织 的 必要 部 分 ,或 者 已 经 被 除 
去 或 者 保留 作为 工程 化 组 织 的 惰性 部 分 。“ 无 支架 (Scaffoldless)” 可 以 与 “不 舍 支 架 
(scaffold-free)” 和 “不 含 预 形成 的 支架 ” 互 换 使 用 。 
[0085] ”如 本 文中 使 用 的 ,“ 受 试 者 ”是 指 为 人 、 非 人 的 动物 ,任意 哺乳 动物 或 任意 将 椎 动物 
的 任意 个 体 ,该 术语 可 以 与 “患者 ”、“ 受 体 ” 和 “ 供 体 ” 互 换 。 
[0086] ”如 本 文中 使 用 的 , “支持 体 ” 是 指 能 够 接受 所 沉积 的 生物 墨水 的 任何 生物 相 容 性 表 
面 。 
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L0087] ”如 本 文中 使 用 的 , “组 织 ” 是 指 细胞 的 察 集体 。 组 织 的 实例 包括 但 不 限于 :结缔 组 织 
(例如 ,网 形 结缔 组 织 、 致 密 结缔 组 织 、 弹 性 组 织 、 网 状 结缔 组 织 和 脂肪 组 织 ) 、 肌 肉 组 织 ( 例 
如 ,骨骼 肌 、 平 滑 肌 和 心肌 ) 、 小 永生 殖 组 织 、 骨 肠 组 织 、 肺 组 织 、 骨 组 织 、 神 经 组 织 和 上 皮 组 
织 ( 例 如 , 单 层 上 皮 和 复 层 上 皮 )、 内 胚层 来 源 的 组 织 . 中 胚层 来 源 的 组 织 和 外 胚层 来 源 的 组 
织 。 


[0088] “组织 工程 


[0089] ”组 织 工 程 是 跨 学 科 的 领域 ,其 应 用 并 结合 了 工程 学 和 生命 科学 的 原理 ,指向 生物 
替代 品 的 发 展 , 该 生物 蔡 代 品 通过 器 官 或 组 织 的 加 强 (augmentation)、 修 复 或 更 换 来 恢复 、 
保持 或 改善 组 织 功能 。 经 典 组 织 工程 学 的 基本 方法 是 将 活 细胞 接种 到 生物 相 容 且 最 终 可 生 
物 降解 的 环境 中 (例如 支架 ) ,随后 在 生物 反应 器 中 培养 该 构建 体 ,以 便 初始 细胞 群体 进 一 
步 扩充 和 成 熟 , 以 在 植 入 后 生成 目标 组 织 。 采 用 模拟 该 生物 细胞 外 基质 (ECM) 的 适当 支架 ， 
发 育 中 的 组 织 在 一 些 情况 下 在 体外 和 体内 成 熟 之 后 采取 了 所 需 器 官 的 形态 和 功能 。 然 而， 
由 于 控制 细胞 在 整个 支架 上 的 分 布 和 空间 排列 的 能 力 有 限 ,达到 足够 高 的 细胞 密度 并 具有 
类 似 于 天 然 组 织 的 结构 是 具有 挑战 性 的 ,这 些 限制 经 常 导致 组 织 或 器 官 具 有 较 差 的 机 械 性 
能 和 /或 不 足 的 功能 ,在 支架 的 生物 降解 性 .残留 聚合 物 的 夹杂 和 制造 工艺 的 工业 规模 化 方 
面 ,存在 额外 的 挑战 已 经 尝试 了 无 支架 的 方法 ,目前 的 无 支架 方法 受到 一 些 限 制 : 
[0090] “。 复 杂 的 平面 和 /或 层 状 几何 形状 ,例如 多 层 结构 ,其 中 一 个 或 多 个 层 在 组 成 上 或 
结构 上 与 其 他 层 不 同 ,或 者 其 中 一 个 或 多 个 层 在 相对 于 彼此 空间 限定 的 位 置 中 包含 多 种 细 
胞 类 型 ,通常 需要 将 细胞 类 型 在 特定 的 结构 中 进行 明确 的 高 分 辨 率 的 放置 ,以 再 现 性 地 获 
得 类 似 天 然 组 织 的 结果 。 

[0091] 。 规 模 和 /或 几何 形状 受到 扩散 和 /或 营养 供给 需要 功能 血管 网 络 的 限制 。 

[0092]  。 在 一 些 情况 下 ,组 织 的 存活 力 受 到 限制 材料 的 损害 ,该 限制 材料 限制 了 扩散 并 
限制 细胞 获得 营养 物 。 

[0093] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文中 公开 了 工程 化 的 哺乳 动物 组 织 、 工 程 化 的 肝 组 织 /构建 
体 、 其 阵列 以 及 制造 方法 。 本 文中 公开 的 组 织 工 程 方法 具有 以 下 优点 : 

[0094] 。 它 们 能 够 产生 包含 细胞 的 组 织 和 /或 器 官 。 

[0095] “”。 通 过 重新 产生 类 似 于 天 然 组 织 的 细胞 间 相 互 作用 ,它们 模拟 在 天 然 组 织 的 发 
育 、 稳 态 和 /或 发 病 中 发 现 的 环境 条 件 。 

[0096]  “。 它 们 任 选 地 获得 活 的 三 维 组 织 和 复合 组 织 ,其 具有 宽 范 围 的 复杂 拓扑 结构 和 几 
何 形状 (例如 多 层 结构 、 节 上 段 、 片 . 管 、 赛 等 ) 。 

[0097]  。 它 们 与 自动 或 半自动 制造 手段 相 容 ,并 且 是 可 规模 化 的 。 

[0098] ”生物 打印 使 得 生成 微小 规模 组 织 类 似 物 的 改善 方法 成 为 可 能 ,包括 对 体外 分 析 有 
用 的 那些 (参见 下 文 ) 。 

[0099] 生物 打 印 
[0100] ”在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 /构建 体 及 其 阵列 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 
的 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,生物 打印 的 构建 体 是 采用 使 用 了 快速 原型 技术 的 方法 得 到 的 ， 
该 快速 原型 技术 是 基于 通过 三 维 递送 装置 (例如 生物 打印 机 ) 将 细胞 和 任 选 的 限制 材料 向 
(例如 由 水 凝 胶 和 /或 多 孔 膜 组 成 的 ) 生物 相 容 性 文 撑 表 面 上 进行 三 维 、 自 动 化 .计算 机 辅助 
的 沉积 ,该 细胞 包括 细胞 溶液 、 细 胞 悬浮 液 \ 包 含 细 胞 的 凝 胶 或 浆 料 (paste) 、 细 胞 浓缩 物 、 
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多 细胞 体 (例如 圆柱 体 、 球 形体 、 带 形体 等 ) 。 如 本 文中 使 用 的 ,在 一 些 实施 方案 中 ,在 用 于 指 
代 组 织 和 /或 器 官 时 ,术语 “工程 化 的 ”是 指 :根据 计算 机 脚本 ,通过 计算 机 辅助 的 装置 (例如 
生物 打印 机 ) ,将 细胞 、 细 胞 溶液 .细胞 悬浮 液 . 包 含 细胞 的 凝 胶 或 浆 料 、 细 胞 浓缩 物 、 多 细胞 
聚集 体 和 它们 的 层 放置 以 形成 三 维 结构 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,计算 机 脚本 例如 是 一 个 
或 多 个 计算 机 程序 .计算 机 应 用 或 计算 机 模块 。 在 更 进一步 的 实施 方案 ,通过 细胞 或 多 细胞 
体 的 打印 后 融合 来 形成 三 维 组 织 结构 ,在 一 些 情况 下 ,这 类 似 于 早期 形态 发 生 中 的 自 组 装 
现象 。 
[0101] ”尽管 有 许多 方法 可 以 用 来 将 细胞 、 多 细胞 聚集 体 和 /或 它们 的 层 布置 在 生物 相 容 
性 表面 上 以 产生 三 维 结构 ,包括 手动 放置 ,但 通过 自动 化 的 计算 机 辅助 的 机 器 (例如 生物 
打印 机 ) 来 放置 是 有 利 的 。 采 用 这 种 技术 递送 细胞 或 多 细胞 体 的 优点 包括 :快速 ,精确 和 可 
再 现 地 放置 细胞 或 多 细胞 体 以 产生 构建 体 ,该 构建 体 表现 出 具有 各 种 组 成 的 细胞 、 多 细胞 
聚集 体 和 /或 它们 的 层 的 计划 的 或 预先 确定 的 取 癌 或 图 案 。 优 点 还 包括 确保 的 高 细胞 密度 ， 
同时 使 细胞 破坏 减 至 最 小 .肝脏 的 实质 细胞 特别 容易 受到 剪 切 力 和 其 他 生物 力学 应 力 的 损 
害 ;因此 生物 墨水 和 本 文 所 述 的 生物 打印 过 程 的 结合 使 用 提供 了 优 于 蔡 代 技术 的 独特 优 
势 , 如 网 9 中 突出 显示 的 生物 打印 后 有 利 的 实质 细胞 活力 所 突出 显示 的 。 

[0102] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 方法 是 连续 的 和 /或 基本 连续 的 ,连续 生物 打印 方法 
的 非 限 制 性 实例 是 :经 由 连接 到 生物 墨水 储 库 的 分 配 末端 (例如, 注射器、 毛细 管 等 ) 从 生物 
打印 机 分 配 生物 墨水 (例如 细胞 , 与 赋 形 剂 或 挤 出 化 合 物 组 合 的 细胞 ,或 细胞 的 聚集 体 ) ,在 
进一步 的 非 限 制 性 实施 方案 中 ,连续 生物 打印 方法 是 按 功 能 单元 的 重复 图 案 (pattern) 分 
配 生物 墨水 。 在 各 个 实施 方案 中 ,重复 功能 单元 具有 任何 适宜 的 几何 形状 ,包括 例如 : 圆 形 、 
正方 形 、 和 矩形、 三 角形 、 多 边 形 和 不 规则 的 几何 形状 ,从 而 产生 具有 通过 独特 生物 墨水 和 /或 
间 际 空间 的 空间 图 案 化 而 获得 的 平面 几何 形状 的 一 个 或 多 个 组 织 层 。 在 进一步 的 实施 方案 
中 ,生物 打印 的 功能 单元 的 一 个 重复 图 案 包 括 一 个 层 , 相 邻 地 生物 打印 ( 例 如 堆 誰 ) 多 个 层 
以 形成 具有 层 状 几何 形状 的 工程 化 组 织 或 器 官 。 在 各 个 实施 方案 中 , 相 邻 地 生物 打印 (例如 
堆 嗓 ) 了 2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15 个 或 更 多 个 层 , 以 形成 工程 化 组 织 或 器 官 。 
在 进一步 的 实施 方案 中 ,具有 层 状 几何 形状 的 组 织 的 一 个 或 多 个 层 也 具有 平面 几何 形状 。 
[0103] ”在 一 些 实施 方案 中 ,功能 性 单元 由 者 干 融合 的 或 凝聚 的 管状 结构 组 成 ,该 管状 结 
构 在 水 平和 垂直 维度 上 排列 以 形成 连续 的 肝 组 织 结构 ,该 肝 组 织 结构 含有 均匀 间隔 的 空隙 
空间 或 通道 ,这 使 得 能 够 跨 过 和 /或 通过 该 工程 化 的 肝 组 织 而 扩散 。 见 图 17 和 19。 

[0104] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 功能 单元 以 镶 髓 图 案 重复 。“ 锐 志 图 案 ” 是 向 该 平 
面 填充 而 没有 重 辣 和 空隙 的 图 形 平面 .图 6A 显 示 任 选 地 重复 以 产生 图 6B-D 和 图 7 所 示 的 镶 
由 图 案 的 功能 单元 的 实例 。 作 为 非 限制 性 的 实例 ,连续 和 /或 锐 局 生物 打印 的 优点 包括 提高 
的 生物 打印 组 织 的 生产 率 。 男 一 个 非 限制 性 的 示例 性 优点 是 不 需要 将 生物 打印 机 与 先前 沉 
积 的 生物 墨水 元 件 对 准 。 在 一 些 实施 方案 中 ,连续 生物 打印 有 利于 从 大 型 生物 墨水 储 库 打 
印 较 大 的 组 织 , 该 打印 过 程 中 任 选 地 使 用 注射 器 机 构 。 连 续 的 生物 打印 也 是 利用 挤 出 化 合 
物 、 水 凝 胶 、 聚 合 物 、 生 物 墨 水 或 能 够 在 打印 后 保持 其 形状 的 任何 可 打印 材料 , 共 打 印 空 间 
限定 的 边界 的 适宜 方式 ;其 中 创建 的 边界 任 选 地 通过 生物 打印 一 种 或 多 种 生物 墨水 填充 ， 
从 而 创建 具有 空间 限定 的 平面 几何 形状 的 镶嵌 组 织 , 例 如 参见 图 3A、.5A、.5B、`6.8 和 11 中 说 明 
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[0105] ”在 一 些 实施 方案 中 ,连续 生物 打印 中 的 方法 包括 :独立 地 或 相对 于 彼此 优化 和 /或 
平衡 诸如 打印 高 度 、 泵 速 、 机 器 人 速度 (robot speed) 或 其 组 合 的 参数 。 在 某 些 情况 下 ,用 于 
沉积 的 生物 打印 机 头 速度 为 3mm/s ,第 一 层 的 分 配 高 度 为 0.5mm, 而 后 面 每 个 层 的 分 配 高 度 
增加 0.4m。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 分 配 高 度 与 生物 打印 机 分 配 末端 的 直径 基本 相等 。 非 限 
制 性 地 , 适 宣 的 和 /或 最 佳 的 分 配 距 离 不 会 导致 材料 变 平 或 附着 到 分 配 针 上 。 在 各 个 实施 方 
案 中 ,生物 打印 机 分 配 末端 具有 约 20、50、100、150、200、250、300、350、400、450、500、550、 
600、650、700、750、800、850、900、950、1000hm 或 更 大 的 内 径 , 包 括 其 间 的 任何 量 。 在 各 个 实 
施 方案 中 ,生物 打印 机 的 生物 墨水 储 库 具有 约 0.05、0.1、0.5、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、 
20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100 立 方 厘米 或 更 大 的 容积 ,包括 
其 间 的 任何 量 。 在 一 些 情况 下 , 当 系 统 中 的 残余 压力 积累 较 低 时 ,该 泵 速 是 适宜 的 或 最 住 
的 ,在 一 些 情 况 下 ,有 利 的 泵 速 取决 于 储 库 的 横 截 面积 与 分 配 针 之 间 的 比例 ,该 比例 越 大 ， 
则 需要 越 低 的 泵 速 , 在 一 些 实施 方案 中 ,适宜 的 和 /或 最 佳 的 打印 速度 使 得 能 够 沉积 均匀 的 
线 , 而 不 影响 材料 的 机 械 完整 性 。 

[0106] ”本 文中 公开 的 发 明 包 括 商 业 方法 ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 文中 公开 的 技术 和 方法 
的 速度 和 可 放大 性 用 来 设计 、 构 建 和 操作 用 于 生产 供 植 入 使 用 的 工程 化 肝 组 织 和 /或 器 官 
或 者 用 于 生成 基于 细胞 的 工具 (用 于 研究 和 开发 ,例如 体外 分 析 ) 的 工业 和 /或 商业 设施 ,在 
进一步 的 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 和 /或 器 官 及 其 阵列 被 生产 、 储 存 、 分 发 、 上 市 、 宣 传 并 
销售 ,例如 作为 用 于 生物 分 析 和 高 通 量 药 物 筛选 的 细胞 阵列 (例如 微 阵 列 或 蕊 片 ) 、 组 织 阵 
列 (例如 微 阵 列 或 蕊 片 ) 以 及 试剂 盒 。 在 其 他 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 和 /或 器 官 及 其 阵列 
被 制造 并 用 来 进行 作为 服务 的 生物 分 析 和 /或 药物 筛选 。 

[0107] ”工程 化 的 肝 组 织 

[0108] ”参照 图 1 ,天 然 肝 组 织 由 多 种 细胞 类 型 组 成 ,它们 相对 于 彼此 排列 成 独特 的 、 空 间 
图 案 的 结构 ,每 个 肝 小 叶 构 成 工作 的 肝脏 功能 性 单元 并 大 致 是 六 边 形 的 形状 ,实质 细胞 ,或 
肝 细 胞 ,主要 构成 小 叶 , 而 在 附属 位 置 的 多 种 非 实 质 细胞 (胆管 细胞 、 赛 内 皮 细 胞 . 星 形 细胞 
和 枯 否 细胞 ) 围绕 着 小 叶 并 在 门静脉 与 胆管 ( 沿 小 叶 的 周边 ) 之 间 向 中 央 静 脉 (在 小 叶 的 中 
心 ) 发 散 。 非 实质 细胞 的 定位 和 血液 与 胆汁 分 别 沿 赛 和 胆 小 管 的 流动 一 起 作用 ,以 形成 对 于 
肝 细 胞 的 合适 的 微 环境 ,并 因此 影响 那些 细胞 的 功能 和 健康 状态 。 多 种 病理 学 病 况 ,如 肝脏 
中 的 硬化 或 纤维 化 ,导致 关 键 代 谢 功能 的 丧失 ,这 是 由 于 肝 细 胞 微 环 境 遭 到 破坏 并 且 由 于 
细胞 外 基质 的 过 度 产生 炎症 和 致 病 细 胞 因子 和 生长 因子 的 产生 ,肝脏 结构 进行 性 地 被 破 
坏 。 

[0109] “生物 打印 使 得 能 够 从 多 种 细胞 输入 三 维 地 产生 区 室 化 肝 组 织 ,因此 重 现 了 天 然 组 
织 结 构 和 功能 的 关键 要 素 。 可 以 按照 本 文 提供 的 实例 产生 分 叶 组 织 , 其 中 实质 和 非 实质 细 
胞 相对 于 彼此 空间 排列 ,从 而 在 制造 的 每 层 组 织 内 产生 平面 几何 形状 。 随 后 可 以 添加 如 下 
的 层 : 该 层 精确 复制 第 一 层 的 几何 形状 ,或 引入 另外 的 特征 如 空隙 空间 或 通道 或 另外 的 生 
物 要 素 如 肿瘤 细胞 或 与 病理 学 或 修复 /再 生 过 程 相关 的 其 他 生物 或 生化 成 分 。 除 分 叶 图 案 
外 ,人 们 利用 附 图 可 以 意识 到 ,可 以 产生 复制 组 织 内 特定 空间 关系 的 生物 打印 的 组 织 , 该 空 
间 关 系 包 括 但 不 限于 :血管 /实质 细胞 ; 血管/ 肝 细胞 ; 肝 细 胞 /胆管 :纤维 化 组 织 / 脉 管 系统 ; 
纤维 化 组 织 / 肝 细胞 ; 肝 细 胞 /免疫 细胞 ;实质 细胞 / 非 实 质 细 胞 、 肝 窦 / 血 液 或 血液 替代 物 。 
在 进一步 的 实施 方案 中 , 肝 组 织 类 似 物 包括 : 肝 细 胞 或 肝 细 胞 样 细胞 和 任 选 的 胆管 上 皮 细 
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胞 以 及 任 选 的 非 实质 细胞 类 型 ,包括 但 不 限于 星 形 细胞 .内皮 细胞 、 枯 和 否 细胞 .免疫 细胞 或 
肌 成 纤维 细胞 。 

[0110] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文中 还 公开 了 工程 化 肝 组 织 , 该 组 织 包含 凝聚 的 哺乳 动物 
细胞 ,并 进一步 包含 一 层 或 多 层 哺乳 动物 细胞 ,其 中 该 组 织 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 。 
在 某 些 实施 方案 中 ,一 个 或 多 个 该 组 织 层 的 特征 在 于 平面 几何 图 形 ,其 中 多 种 细胞 类 型 或 
生物 墨水 类 型 和 /或 空隙 空间 存在 于 X-Y 平 面 中 的 空间 限定 的 位 置 中 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
该 组 织 是 多 层 的 ,其 中 至 少 一 个 层 在 结构 或 组 成 上 与 其 他 层 不 同 ,赋予 该 组 织 特定 的 层 状 
几何 形状 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 层 在 2 平面 中 具有 相似 的 厚度 。 在 更 进一步 的 实施 方 
案 中 ,该 层 在 2 平面 中 具有 可 变 的 厚度 .在 进一步 的 实施 方案 中 ,任意 的 单 层 为 一 个 细胞 层 
的 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 组 织 是 肝 类 似 物 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 肝 组 织 类 似 物 
包含 : 肝 细 胞 或 肝 细 胞 样 细胞 ,和 任 选 的 胆管 上 皮 细 胞 ,和 任 选 的 非 实 质 细胞 类 型 ,包括 但 
不 限于 : 星 形 细胞 .内 皮 细 胞 、 枯 否 细胞 .免疫 细胞 或 肌 成 纤维 细胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,所 
得 的 肝 组 织 构建 体 在 X、Y 和 7 平面 中 的 厚度 为 至 少 约 50 微 米 。 

[0111] ”在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 /构建 体 是 生物 打印 的 ,这 是 本 文中 描述 的 方 
法 .在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 工程 化 组 织 的 至 少 一 个 部 分 是 生物 打印 的 ,在 更 进一步 的 实 
施 方案 中 ,该 组 织 的 另外 的 部 分 是 生物 打印 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,如 在 本 文中 进一步 描述 
的 ,在 制造 或 者 使 用 时 ,该 组 织 不 含 任何 预 形成 的 支架 ,在 一 些 实施 方案 中 ,作为 通过 组 织 
工程 技术 (包括 生物 打印 ) 制造 的 结果 ,作为 有 机 体 的 部 分 ,本 发 明 的 组 织 进 一 步 区 别 于 在 
体内 发 育 的 组 织 。 

[0112] ”在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 包含 任何 类 型 的 哺乳 动物 细胞 ,在 各 个 进一步 
的 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 包含 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、 
20 种 或 更 多 种 细胞 类 型 ,在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 的 细胞 是 相互 凝聚 的 ”或 “ 烙 附 
的 ”。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,凝聚 或 粘 附 是 指 结合 细胞 、 多 细胞 聚集 体 、 多 细胞 体 和 /或 其 
层 的 细胞 -细胞 粘 附 性 质 。 

[0113] ”在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 / 构 建 体 包 括 一 个 或 多 个 细胞 层 , 在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,该 层 中 的 一 个 或 多 个 层 的 特征 在 于 具有 平面 几何 形状 。 在 更 进一步 的 实施 方案 
中 ,该 工程 化 组 织 的 多 个 层 具 有 平面 几何 形状 ;其 中 该 平面 几何 形状 在 层 间 是 可 变 的 ,或 者 
是 相同 的 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,在 制造 过 程 中 将 单 层 中 的 平面 几何 形状 (X-Y 平 面 ) 在 
Z- 平 面 中 排列 ,以 便 在 该 复合 组 织 的 Z- 平 面 中 创建 另外 的 几何 形状 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 
多 层 结构 内 的 一 个 或 多 个 层 的 特征 还 在 于 有 具有 平面 几何 形状 。 

[0114] ”在 一 些 实 施 方案 中 ,细胞 层 包 含 一 个 或 多 个 细胞 片 .在 各 个 实施 方案 中 ,细胞 片 为 
约 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40、50、60、70、80、90、100 或 更 多 个 细胞 厚 (包括 其 间 的 任 
何 量 ) ,在 其 他 各 个 实施 方案 中 ,细胞 片 为 约 3、5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、 
70、75、80、85、90、95、100、125、150、175、200、225、250、275、300、325、350、375、400、425、 
450、475、500pm 厚 或 更 厚 (包括 其 间 的 任何 量 ) ,在 一 些 实施 方案 中 ,组 织 层 包含 融合 的 细胞 
聚集 体 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,在 融合 之 前 ,作为 非 限 制 性 的 实例 , 该 细胞 聚集 体 具 有 限 
定 的 形状 和 /或 结构 ,为 基本 上 球形 的 、 细 长 的 、 基 本 上 圆柱 形 的 和 类 似 带 的 形状 ,在 各 个 实 
施 方案 中 ,融合 的 细胞 聚集 体形 成 大 约 10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、 
80、85、90、95、100、125、150、175、200、225、250、275、300、325、350、375、400、425、450、475、 
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500hm 厚 或 更 厚 (包括 其 间 的 任何 量 ) 的 层 。 

[0115] ”在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 一 个 或 多 个 层 包 含 任何 类 型 的 哺乳 动物 细胞 。 在 各 个 
进一步 的 实施 方案 中 ,每 个 层 包 含 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、 
20 种 或 更 多 种 细胞 类 型 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 / 构 建 体 在 一 个 或 多 个 表面 上 
包含 一 个 或 多 个 内 皮 细 胞 层 。 在 其 他 实施 方案 中 , 该 工程 化 肝 组 织 / 构 建 体 在 一 个 或 多 个 表 
面 上 包含 一 个 或 多 个 上 皮 细 胞 层 。 

[0116] ”在 各 个 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 为 任意 合适 的 尺寸 ,在 一 些 实施 方案 中 ,生物 
打印 的 肝 组 织 的 尺寸 随时 间 而 改变 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,由 于 例如 细胞 迁移 、 细 胞 死 
亡 、 细 胞 间 的 相互 作用 、 压 缩 或 其 他 形式 的 收缩 ,导致 在 生物 打印 后 工程 化 肝 组 织 收 缩 或 缩 
小 ,在 其 他 实施 方案 中 ,在 生物 打印 后 ,由 于 例如 细胞 迁移 、 细 胞 生长 和 繁殖 、 天 然 组 织 的 细 
胞 外 基质 或 其 他 产生 细胞 的 部 分 的 产生 、 细 胞 /组 织 的 成 熟 或 其 他 形式 的 扩展 ,导致 在 生物 
打印 后 工程 化 肝 组 织 成 长 或 扩展 。 

[0117] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 的 物理 尺寸 受到 营养 物质 (包括 氧 ) 扩散 到 该 
构建 体内 部 的 能 力 的 限制 ,在 各 个 实施 方案 中 ,在 生物 打印 时 ,该 工程 化 肝 组 织 /构建 体 在 
其 最 小 维度 上 为 至 少 约 10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、160、 
170、180、190、200、210、220、230、240、250、260、270、280、290、300、310、320、330、340、350、 
360、370、380、390、400、410、420、430、440、450、460、470、480、490、500、550、600、650、700、 
750.800、850、900.950 或 1000hm。 在 各 个 实施 方案 中 ,在 生物 打印 时 ,该 工程 化 肝 组 织 在 其 
最 小 维度 上 为 至 少 约 0.25、0.5、0.75、1.0、1.25、1.5、1.75、2.0、2.25、2.5、2.75、3.0、3.25、 
3.5、3.75、4.0、4.25、4.5、4.75 或 5.0mm。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,在 生物 打印 时 ,该 工程 化 
肝 组 织 / 构 建 体 在 其 最 小 维度 上 为 约 25um 至 约 500hm。 

[0118] ”在 各 个 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 为 任意 合适 的 形状 。 在 一 些 实施 方案 中 ,选择 
形状 以 模拟 特定 的 天 然 组 织 或 器 官 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,选择 形状 以 模拟 特定 的 病理 、 
病状 或 疾病 状态 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 具有 基本 上 为 平面 的 形状 ,在 进一步 
的 实施 方案 中 ,平面 的 组 织 具有 任何 适宜 的 平面 几何 形状 ,作为 非 限制 性 的 示例 ,包括 正方 
形 、 和 矩形 、 多 边 形 、 圆 形 、 椭 圆 形 或 不 规则 形状 ,在 一 些 实施 方案 中 ,在 工程 化 肝 组 织 中 ,通过 
特定 细胞 或 生物 墨水 部 分 和 /或 空隙 空间 在 X-Y 平 面 中 相对 于 彼此 的 定位 ,来 形成 平面 的 几 
何 形状 。 

[0119] ”在 一 些 实施 方案 中 ,通过 适 于 在 空间 中 相对 于 容纳 容器 固定 该 组 织 的 位 置 的 方式 
将 该 工程 化 肝 组 织 /构建 体 固 定 在 该 容纳 容器 中 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 由 生 
物 相 容 性 材料 限制 ,该 生物 相 容 性 材料 在 一 个 或 多 个 侧面 上 提供 物理 支撑 并 限制 该 工程 化 
肝 组 织 所 占 的 空间 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 被 固定 在 表面 上 ,在 进一步 的 
实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 被 固定 在 生物 相 容 性 表面 上 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,如 本 
文中 描述 的 ,通过 固定 在 表面 上 和 空间 排 布 ,将 多 个 组 织 关 联 以 形成 阵列 ,在 一 些 实施 方案 
中 ,工程 化 肝 组 织 在 一 个 或 多 个 侧面 上 经 受 由 流体 流动 引起 的 剪 切 力 ,在 进一步 的 实施 方 
案 中 ,施加 的 剪 切 力 用 来 促进 组 织 的 成 熟 和 发 育 和 /或 促进 细胞 外 基质 的 迁移 、 分 化 增殖、 
沉积 ;或 者 促进 蛋白质 或 分 子 进 入 组 织 内 的 细胞 或 从 组 织 内 的 细胞 流出 的 转运 。 在 其 他 实 
施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 在 一 个 或 多 个 表面 上 经 历 液体 营养 物 的 连续 或 周期 性 的 灌注 、 
再 循环 或 搅动 。 在 其 他 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 及 其 阵列 被 容纳 于 多 孔 生 物 反 应 器 中 ， 


21 


CN 105209605 B 说 明 书 19/47 页 


该 生物 反应 器 提供 针对 每 个 构建 体 的 液体 培养 基 的 连续 或 周期 性 再 循环 。 

[0120] “组织 几何 形状 

[0121] “天 然 组 织 的 特征 在 于 :存在 由 组 织 的 细胞 和 细胞 外 ( 即 :空隙 空间 、 细 胞 外 基质 、 蛋 
白质 物质 等 ) 组 分 驱动 的 空间 和 组 成 图 案 。 部 署 合成 支架 以 获得 三 维 形状 的 组 织 工程 化 策 
略 的 固有 挑战 是 :不 能 既 复 制 天 然 组 织 的 几何 形状 又 复制 生物 属性 .迄今 为 止 ,在 支架 结构 
内 构建 类 似 于 天 然 组 织 的 层 状 或 平面 几何 形状 .同时 也 人 允许 在 模拟 天 然 组 织 的 密度 下 引入 
细胞 的 尝试 ,被 技术 局 限 所 妨碍 。 通 过 由 细胞 组 成 的 生物 墨水 的 空间 限定 沉积 ,根据 在 图 
18A-E 中 说 明 的 实例 ,生物 打印 克服 了 这 两 个 固有 挑战 (平面 / 层 状 几 何 形状 和 细胞 密度 ) 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,平面 几何 形状 是 从 多 生物 墨水 制剂 创建 的 ,由 此 以 将 每 个 组 织 部 分 / 细 
胞 群体 /生物 墨水 制剂 在 XY 和 /或 Z 平 面 内 相对 于 彼此 受 限 的 位 置 中 放置 的 方法 ,来 制造 两 
个 或 更 多 个 组 织 部 分 ( 即 : 间 质 的 、 上 皮 的 、 血 管 的 .骨骼 软骨、 实质 的 .皮层 的 .骨髓 的 、 乳 
共 状 的 、 小 叶 的 (obular) 等 等 ) ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 平面 几何 形状 引入 空 际 空 间 。 在 进 
一 步 的 实施 方案 中 ,在 平面 几何 形状 中 的 空 阶 空 间 容纳 模拟 体液 的 至 少 一 个 部 分 的 流体 ， 
例如 血液 淋巴 、 胆 汁 、 尿 、 分 泌 物 等 .在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 空隙 空间 任 选 地 含有 非 粘 
附 细胞 类 型 或 体液 衍生 的 部 分 (例如 ,血细胞 骨髓 细胞 、 淋 巴 细胞 、 免 疫 细胞 、 癌 细胞 、 血 小 
板 、 蛋 白质 等 等 ) 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,体液 衍生 部 分 的 非 粘 附 细 胞 类 型 任 选 地 作为 
非 空隙 空间 部 分 存在 ,该 非 空隙 空间 部 分 在 制造 之 前 、 期 间或 之 后 已 经 被 引入 到 该 平面 几 
何 形状 的 包含 细胞 的 部 分 中 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 , 非 粘 附 细胞 部 分 或 体液 衍生 部 分 
从 空隙 空间 补充 进入 平面 几何 形状 中 包含 细胞 的 空间 中 ,作为 细胞 间 相 互 作用 或 对 分 泌 因 
素 反应 的 结果 。 

[0122] ”在 一 些 实施 方案 中 , 任 选 地 通过 在 几何 形状 内 部 的 空隙 空间 来 启动 流体 流动 或 灌 
注 。 在 一 些 实施 方案 中 ,平面 几何 形状 允许 产生 组 织 - 组 织 或 组 织 - 液 体 界面 。 在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,在 容器 中 制造 该 组 织 , 该 容器 是 光学 透明 的 ,以 允许 实时 观察 在 按 几 何 形状 创建 
的 界面 处 的 细胞 。 
[0123] ”在 一 些 实施 方案 中 ,组 织 包含 多 个 层 , 其 中 这 些 层 中 的 至 少 一 个 在 结构 或 组 成 上 
与 该 构建 体 中 的 其 他 层 不 同 ,从 而 在 Z- 平 面 中 创建 层 状 结构 。 层 状 结构 的 实例 包括 屏障 组 
织 , 其 拥有 到 底层 间 质 组 织 的 内 皮 或 上 皮 屏 障 , 如 由 在 图 18F 中 所 示 的 实例 中 所 描绘 的 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,组 织 的 一 个 或 多 个 层 合并 了 血管 或 微血管 部 分 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
血管 或 微血管 部 分 的 合并 导致 在 该 工程 化 组 织 的 一 个 或 多 个 部 分 中 形成 了 微血管 或 假 血 
管 网 ,在 一 些 实施 方案 中 ,具有 层 状 几 何 形状 的 该 组 织 的 一 个 或 多 个 部 分 是 生物 打印 的 ,在 
一 些 实施 方案 中 ,彼此 邻近 地 制造 具有 层 状 几何 形状 的 一 个 或 多 个 组 织 , 从 而 产生 组 织 界 
面 。 

[0124] ”在 一 些 实施 方案 中 ,根据 在 图 18G 中 前 明 的 非 限 制 性 实例 ,具有 层 状 几何 形状 的 多 
层 工程 化 组 织 的 一 个 或 多 个 层 也 包括 平面 的 几何 形状 ,在 一 些 实施 方案 中 ,在 每 个 层 中 延 
续 同 样 的 平面 几何 形状 ,导致 形成 在 Xx、Y 和 7 平面 中 具有 连续 结构 的 三 维 组 织 。 在 一 些 实施 
方案 中 ,一 个 或 多 个 层 状 层 的 组 成 或 平面 几何 形状 是 变化 的 ,使 得 所 产生 的 三 维 组 织 在 X、Y 
和 7 平面 中 均 具有 复杂 的 结构 。 

[0125] ”参照 图 18A, 在 特定 的 实施 方案 中 ,制造 了 具有 平面 几何 形状 的 工程 化 肝 组 织 , 该 
几何 形状 代表 具有 血管 网 的 在 结构 上 正确 的 组 织 , 在 此 实施 方案 中 ,用 包含 实质 细胞 如 肝 
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细胞 的 第 一 生物 墨水 制造 工程 化 肝 组 织 。 实 质 细 胞 的 每 个 层 任 选 地 包含 任何 平面 图 案 。 在 
此 实施 方案 中 ,用 包含 血管 相关 细胞 如 内 皮 细 胞 .平滑肌 细 胞 和 成 纤维 细胞 以 形成 血管 网 
的 第 二 生物 墨水 制造 工程 化 肝 组 织 。 任 选 地 ,此 结构 可 以 通过 首先 生物 打印 并 建立 血管 网 ， 
然后 第 二 步 在 该 血管 网 周围 制造 肝 组 织 而 创建 。 
[0126] ”参照 图 18B ,在 特定 的 实施 方案 中 ,制造 了 具有 平面 几何 形状 的 工程 化 肝 组 织 , 该 
几何 形状 代表 组 织带 状 连 接 。 例 如 ,这 可 以 用 于 将 肝 腺 泡 的 三 个 特定 区 域 从 门静脉 周 区 域 
复制 到 中 央 小 叶 区 域 。 
[0127] ”参照 图 18C, 在 特定 的 实施 方案 中 ,制造 了 具有 平面 几何 形状 的 工程 化 肝 组 织 , 该 
几何 形状 代表 分 叶 组 织 。 在 此 实施 方案 中 ,用 包含 肝 细 胞 以 形成 小 叶 的 第 一 生物 墨水 制造 
工程 化 肝 组 织 。 每 个 几何 小 叶 任 选 地 在 其 边界 内 包含 空间 定向 的 结构 。 在 此 实施 方案 中 ,用 
包含 基质 /血管 细胞 以 在 小 叶 周 围 形成 边 部 的 第 二 生物 墨水 制造 工程 化 肝 组 织 。 

[0128] ”参照 图 18D, 在 特定 的 实施 方案 中 ,制造 了 具有 平面 几何 形状 的 工程 化 肝 组 织 , 该 
几何 形状 代表 灌注 的 /排列 的 组 织 , 在 此 实施 方案 中 ,第 一 组 分 形成 通道 \、 脉 管 或 具有 腔 的 
管 , 在 此 实施 方案 中 ,第 二 组 分 形成 组 织 补 片 , 该 补 片 任 选 地 为 相同 大 小 /形状 或 不 同 大 小 / 
形状 , 任 选 地 包含 一 种 细胞 类 型 或 多 种 细胞 类 型 ,并 且 任 选 地 包含 通过 在 X.Y 和 /或 ?平面 中 
进行 定向 图 案 化 而 实现 的 一 种 或 多 种 空间 图 案 。 

[0129] ”参照 图 18E, 在 特定 的 实施 方案 中 ,制造 了 具有 平面 几何 形状 的 工程 化 肝 组 织 , 该 
几何 形状 代表 固体 + 液体 /液体 组 织 界 面 ,在 此 实施 方案 中 ,第 一 生物 墨水 形成 内 腔 结 构 的 
外 壁 ,在 需要 时 第 二 生物 墨水 形成 内 腔 结 构 的 内 壁 ,而 第 三 组 分 任 选 地 为 含有 细胞 或 其 他 
生物 学 相关 组 分 的 流体 。 

[0130] ”参照 图 18F ,在 特定 的 实施 方案 中 ,制造 了 具有 层 状 几何 形状 的 工程 化 肝 组 织 , 该 
几何 形状 代表 屏障 组 织 。 在 此 实施 方案 中 ,屏障 层 任 选 地 为 内 皮 细 胞 或 上 皮 细 胞 并 且 间 质 
层 形 成 内 腔 组 织 的 壁 和 /或 表面 ,该 组 织 坐落 于 多 了 筷 网 或 膜 上 。 

[0131] ”参照 图 186, 在 特定 的 实施 方案 中 ,制造 了 具有 多 个 层 的 工程 化 肝 组 织 ,每 个 层 具 
有 平面 几何 形状 并 堆 县 以 形成 具有 层 状 几何 形状 的 组 织 。 在 此 实施 方案 中 ,X 和 Y 轴 的 平面 
几何 形状 通过 Z 轴 延续 到 制造 的 组 织 中 。 该 几何 形状 的 特征 任 选 地 包括 连续 的 通道 或 细胞 
区 室 。 

[0132] ”细胞 

[0133] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 包含 一 种 或 多 种 类 型 的 哺乳 动物 细胞 的 工程 化 肝 
组 织 (例如 , 肝 类 似 物 ) ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 包 含 肝 细胞 或 肝 细 胞 样 细 
胞 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,适合 的 肝 细 胞 或 肝 细 胞 样 细胞 包括 但 不 限于 初级 肝 细 胞 、 细 
胞 系 如 Hep62 细 胞 、 组 织 特异 性 祖 细胞 如 HepaR6 细 胞 或 其 组 合 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 
工程 化 肝 组 织 包含 胆管 上 皮 细 胞 或 胆管 上 皮 样 细胞 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 
组 织 包含 非 实 质 细 胞 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,适合 的 非 实 质 细胞 包括 但 不 限于 血管 细 
胞 、 内 皮 细 胞 、 成 纤维 细胞 、 肌 成 纤维 细胞 、 脂 肪 细胞 、 脂 肪 形成 细胞 、 间 充 质 细胞 、 免 疫 细 
胞 、 桂 否 细 胞 、 星 形 细 胞 .胆管 上 皮 细 胞 胆管 上 皮 样 细胞 、 罕 内皮 细 胞 、 源 自 肝 脏 的 干细胞 / 
祖 细胞 、 非 源 自 肝脏 的 干细胞 / 祖 细胞 及 其 组 合 。 

[0134] ”在 一 些 实施 方案 中 ,任何 哺乳 动物 细胞 均 适 合 包 含 在 工程 化 肝 组 织 及 其 阵列 中 。 
在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 的 至 少 一 个 部 分 是 粘 附 细胞 类 型 ,在 进一步 的 实 
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施 方 案 中 , 仪 举 非 限制 性 的 实例 而 言 ,该 哺乳 动物 细胞 是 肝 细 胞 、 实 质 细胞 、 非 实质 细胞 、 收 
缩 性 或 肌 细胞 (例如 ,平滑 肌 细 胞 和 成 肌 细 胞 ) 、 结 缔 组 织 细胞 (例如 ,成 纤维 细胞 ) 、 骨 和 髓 细 
胞 、 内 皮 细 胞 、 上 皮 细 胞 血管 细胞 、 血 细胞 淋巴 细胞 、 周 细胞 、 间 皮 细 胞 基质 细 胞 、 未 分 化 
细胞 (例如 , 胚 细胞 \ 干 细胞 和 祖 细胞 ) 、 源 自 内 胚层 的 细胞 、 源 自 中 胚层 的 细胞 、 源 自 外 胚层 
的 细胞 及 其 组 合 。 
[0135] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 包含 内 皮 细 胞 ,诸如 和 人 内皮 细 胞 ,在 一 些 实施 
方案 中 ,适合 的 内 皮 细 胞 来 源 于 组 织 , 仅 举 非 限制 性 实例 而 言 ,该 组 织 包 括 肝 组 织 ` 血 液 . 血 
管 、 淋 巴 管 、 消 化 道 组 织 、 泌 尿 生 殖 道 组 织 、 脂 肪 组 织 、 呼 吸 道 组 织 \ 生 殖 系 统 组 织 、 骨 髓 和 脐 
带 组 织 。 

L0136] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 细胞 是 成 体 的 、 分 化 的 细胞 ,在 进一步 的 实施 方案 中 , “分 化 
的 细胞 是 在 分 离 时 具有 与 例如 肝 细 胞 或 内 皮 细 胞 一 致 的 组 织 特异 性 表 型 的 细胞 ,其 中 从 
分 离 时 到 使 用 时 都 保持 着 组 织 特异 性 表 型 (或 显示 该 表 型 的 潜能 ) ,在 其 他 实施 方案 中 ,该 
细胞 是 成 体 的 \ 未 分 化 的 细胞 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ， 未 分 化 的 细胞 古 不 具有 或 已 经 丧 
失明 确 组 织 特 异性 性 状 的 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,未 分 化 的 细胞 包括 干细胞 ,在 进一步 的 
实施 方案 中 , “干细胞 "是 表现 出 潜能 和 自我 更 新 的 细胞 ,干细胞 包括 但 不 限于 :全 能 干 细 
胞 、 多 能 干细胞 、 多 潜能 细胞 、 罕 能 细胞 、 单 能 细胞 和 祖 细胞 ,在 各 个 实施 方案 中 ,干细胞 是 
胚胎 干细胞 成体 干 细胞 羊膜 干细胞 和 诱导 性 多 能 干细胞 ,在 另外 其 他 的 实施 方案 中 ,该 
细胞 是 成 体 的 分 化 细胞 与 成 体 的 未 分 化 细胞 的 混合 物 。 

[0137] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 包含 来 源 于 多 能 干细胞 / 祖 细 胞 的 实质 细胞 。 
在 各 个 实施 方案 中 ,该 实质 细胞 源 适当 地 来 源 于 胎儿 哺乳 动物 肝 组 织 ; 胚 胎 干细胞 (ESO) ; 
诱导 多 能 干细胞 (iPSC) ; 源 自 肝 脏 的 成 体 干 细胞 / 祖 细 胞 ;和 源 自 非 肝 脏 的 组 织 的 成 体 干 细 
胞 / 祖 细胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 来 源 于 在 制造 肝 组 织 构建 体 中 使 用 前 已 经 部 
分 或 完全 分 化 成 为 内 胚层 或 肝 表 型 的 多 能 干细胞 / 祖 细胞 。 

[0138] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 包含 已 经 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 的 干细胞 / 祖 
细胞 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 分 化 信号 包括 以 下 一 种 或 多 种 :生物 力学 信号 、 可 解析 的 / 
可 溶解 的 信号 (例如 ,生物 化 学 信号 ) 和 物理 信号 ,在 工程 化 肝 组 织 制造 过 程 中 的 许多 时 间 
点 ,干细胞 / 祖 细胞 适当 地 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 干细胞 / 祖 细 
胞 在 构建 体制 造 之 前 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 。 在 其 他 实施 方案 中 ,该 干细胞 / 祖 细胞 在 
构建 体制 造 期 间 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 ,在 另外 其 他 的 实施 方案 中 ,该 干细胞 / 祖 细胞 
在 构建 体制 造 之 后 暴露 于 一 种 或 多 种 分 化 信号 。 

[0139] ”在 各 个 实施 方案 中 ,基于 特定 的 研究 目的 或 目标 来 选择 配置 .处 理 或 调整 细胞 的 
细胞 类 型 和 /或 来 源 。 在 一 些 实施 方案 中 ,选择 .配置 .处 理 或 调整 一 种 或 多 种 特定 的 细胞 类 
型 ,以 促进 对 特定 疾病 或 状况 的 研究 。 在 一 些 实施 方 案 中 ,选择 配置 .处 理 或 调整 一 种 或 多 
种 特定 的 细胞 类 型 ,以 促进 对 特定 受 试 者 的 疾病 或 状况 的 研究 在 一 些 实施 方案 中 ,一 种 或 
多 种 特定 的 细胞 类 型 来 源 于 两 个 或 更 多 个 不 同 的 人 类 供 体 。 在 一 些 实施 方案 中 ,一 种 或 多 
种 特定 的 细胞 类 型 来 源 于 特定 的 将 椎 动物 受 试 者 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,一 种 或 多 种 特 
定 的 细胞 类 型 来 源 于 特定 的 哺乳 动物 受 试 者 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,一 种 或 多 种 特定 
的 细胞 类 型 来 源 于 特定 的 人 类 受 试 者 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,一 种 或 多 种 特定 的 细胞 类 
型 来 源 于 具有 与 疾病 或 组 织 功 能 有 关 的 特定 表 型 的 特定 受 试 者 。 在 更 进一步 的 实施 方案 
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中 , 受 试 者 特异 性 的 细胞 通过 活检 或 组 织 采 样 的 方式 ,从 所 关注 的 目标 组 织 中 分 离 出 来 ,在 
进一步 的 实施 方案 中 , 受 试 者 特异 性 的 细胞 在 分 离 之 后 立即 用 来 制造 组 织 。 在 其 他 实施 方 
案 中 ,在 用 于 制造 三 维 组 织 之 前 ,将 受 试 者 特异 性 的 细胞 在 体外 操作 ;其 中 该 操作 包括 如 下 
的 一 种 或 多 种 :扩充 、 分 化 、 定 癌 分 化 、 增 殖 、 骏 露 于 蛋白质 或 核酸 、 引 入 遗传 载体 、 引 入 遗传 
或 非 遗 传 的 细胞 示 踪 部 分 、 去 分 化 ( 即 : 生 成 诱导 多 能 干细胞 或 等 效 物 ) 、 冷 冻 保 存 , 在 一 些 
实施 方案 中 ,从 不 同 于 目标 组 织 的 组 织 来 分 离 受 试 者 特异 性 的 细胞 .在 进一步 的 实施 方案 
中 ,该 受 试 者 特异 性 的 细胞 需要 在 目标 组 织 内 部 分 化 成 所 关注 的 细胞 类 型 ,在 更 进一步 的 
实施 方案 中 ,需要 分 化 的 受 试 者 特异 性 的 细胞 在 制造 成 三 维 结构 之 前 、 期 间或 之 后 分 化 。 
[0140] ”培养 细胞 的 方法 
[0141] “在 本 发 明 的 工程 化 肝 组 织 中 使 用 的 细胞 类 型 以 本 领域 已 知 的 任何 方式 适当 地 培 
养 .细胞 和 组 织 培养 方法 是 本 领域 已 知 的 ,并 且 例 如 描述 在 Freshney,R.,Culture of 
Animal Cells:A Manual of Basic Techniques,Wiley (1987) 中 ,为 了 这 些 信息 通过 引用 
将 其 内 容 并 入 本 文 。 在 Doyle,A. ,Griffiths,J.B.,Newel1,D.G.，( 编 ) Cell and Tissue 
Culture:Laboratory Procedures ,Wiley (1998) 中 也 描述 了 适合 与 本 发 明 一 起 使 用 的 普通 
哺乳 动物 细胞 培养 技术 、 细 胞 系 和 细胞 培养 系统 ,为 了 这 些 信息 通过 引用 将 其 内 容 并 入 本 
2 

[0142] ”适合 于 培养 中 的 哺乳 动物 细胞 的 生长 条 件 是 本 领域 公 知 的 ,细胞 培养 基 通 常 包括 
必需 营养 物 和 任 选 的 附加 成 分 ,例如 生长 因子 、 盐 \ 矿 物质 、 维 生 素 、 富 含 血小板 的 血浆 等 ， 
它们 是 任 选 地 根据 所 培养 的 细胞 类 型 而 选择 的 ,在 一 些 实施 方案 中 ,选择 特定 的 成 分 来 增 
昌 细 胞 生长 、 分 化 和 特异 性 蛋白 质 的 分 泌 等 .通常 ,标准 的 生长 培养 基 包 括 含 有 4g/L 葡 萄 糖 
的 Dulbecco 改 良 Eagle 培养 基 (DMEM) , 社 充 有 1-20% 胎 邊 血清 BS) 、 小 和牛 血清 或 人 血清 、 腹 
岛 素 (4 微克 /mL) 、 地 塞 米 松 (1.0 微 摩尔 ) 两 性 霉 素 B (0.25 微 克 /mL) 以 及 Glutamax (1x) 。 补 
充 有 胰岛 素 (1g/L) 、 亚 硒 酸 钠 (0.0067g/L) 、 转 铁 蛋 白 (0.55g/L) 、 地 塞 米 松 (1.0 微 摩尔 ) 、 青 
霉 素 (100U/mL) 、 链 霉 素 (0.l1mg/mL) 、 两 性 考 素 B (0.25 微 克 /mL) 以 及 Glutamax (1x) 的 
Williams B 培 养 基 ,或 本 领域 公 知 的 各 种 其 他 培养 基 , 优 选 地 ,细胞 在 无 菌 条 件 下 、 在 1- 
21%02 和 优选 3-5%C02 的 气氛 中 、 在 接近 或 达到 细胞 来 源 动 物体 温 的 温度 下 培养 ,例如 ,人 
类 细胞 优选 在 约 37'C 下 培养 。 
[0143] ”细胞 任 选 地 与 细胞 分 化 剂 一 起 培养 ,以 诱导 细胞 沿 着 期 望 的 路 线 分 化 ,例如 ,细胞 
任 选 地 与 生长 因子 、 细 胞 因子 等 一 起 培养 ,在 一 些 实施 方案 中 ,术语 “生长 因子 ” 指 蛋 白质、 
多 肽 或 多 肽 的 复合 物 ,包括 细胞 因子 ,它们 是 由 细胞 产生 的 ,并 且 影 响 其 自身 和 /或 多 种 相 
邻 的 或 远 处 的 其 他 细胞 .一 般 而 言 , 生 长 因子 或 者 发 育 性 地 或 者 响应 于 众多 生理 学 或 环境 
刺激 影响 特定 类 型 的 细胞 的 生长 和 /或 分 化 。 一 些 但 不 是 全 部 生长 因子 是 激素 。 示 例 性 的 生 
长 因子 是 胰岛 素 、 胰 岛 素 样 生 长 因子 (IGF) 、 神 经 生长 因子 (NGF) 、 血 管内 皮 生 长 因子 
(VEGF) 、 角 质 形成 细胞 生长 因子 (KGF) 、 成 纤维 细胞 生长 因子 (FGFs ,包括 碱 性 FGF (bFGF) ) 、 
血小板 衍生 生长 因子 (PDGFs , 包括 PDGF-AA 和 PDGF-AB) 、 肝 细胞 生长 因子 (HGF) 、 转 化 生长 因 
子 a (TGF-a) 、 转 化 生长 因子 B (TGF-B, 包 括 TGFB1 和 TGFB3) 、 表 皮 生 长 因子 (BGF) 、 粒 细胞 - 巨 
噬 细 胞 集落 刺激 因子 (GM-CSF) 、 粒 细胞 集落 刺激 因子 (G-CSF) 、 白 细胞 介 素 -6 (IL-6) 、IL-8 
等 ,除了 其 他 地 方 外 ,在 Molecular Cell Biology,Scientific American Books,Darnell 
等 人 编 ,1986;Principles of Tissue Engineering, 第 二 版 ,Lanza 等 人 编 ,Academic 
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Press,2000 中 讨论 了 生长 因子 。 本 领域 技术 人 员 将 会 理解 :在 本 文 描述 的 条 件 培养 基 中 的 
任何 及 所 有 培养 物 衍生 的 生长 因子 都 在 本 发 明 的 范围 内 。 
[0144] ”生物 墨水 和 多 细胞 聚集 体 
[0145] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 文中 公开 了 包含 生物 打印 的 细胞 的 三 维 活 组 织 (包括 肝 组 
织 / 构 建 体 ) 、 其 阵列 和 方法 ,在 一 些 实施 方案 中 ,通过 从 生物 打印 机 沉积 或 挤 出 生物 墨水 来 
生物 打印 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 , “生物 墨 水 ”包括 包含 多 个 细胞 的 液体 、 半 固体 或 固体 组 
合 物 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 液体 或 半 固 体 的 细胞 溶液 、 细 胞 悬浮 液 或 细胞 浓缩 
物 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,细胞 溶液 .悬浮 液 或 浓缩 物 包 含 液体 或 半 固 体 (例如 粘性 的 ) 载 
体 和 多 个 细胞 .在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,该 载体 是 合适 的 细胞 营养 培养 基 , 例如 本 文中 摘 
述 的 那些 。 在 一 些 实施 方案 中 ,在 生物 打印 之 前 ,生物 墨水 包含 多 个 细胞 ,这些 细胞 任 选 地 
凝聚 成 多 细胞 聚集 体 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 多 个 细胞 ,并 被 生物 打印 以 产 
生 特 定 的 平面 和 /或 层 状 几 何 形状 ;其 中 在 生物 打印 之 前 、 期 间 和 /或 之 后 ,生物 墨水 中 的 个 
体 细胞 发 生 凝 聚 , 在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 是 通过 如 下 方法 产生 的 :1) 在 固定 的 体积 
中 收集 多 个 细胞 ;其 中 细胞 组 分 占 总 体积 的 至 少 约 30% 且 至 多 100% ,在 一 些 实施 方案 中 ， 
生物 墨水 包含 半 固 体 或 固体 的 多 细胞 聚集 体 或 多 细胞 体 , 在 进一步 的 实施 方案 中 ,通过 如 
步骤 产生 生物 墨水 :1) 以 预先 确定 的 比例 ,将 多 个 细胞 或 细胞 聚集 体 与 生物 相 容 性 液体 
或 凝 胶 混 合 , 以 形成 生物 墨水 ;和 2) 使 该 生物 墨水 致密 化 ,以 产生 具有 期 望 的 细胞 密度 和 烙 
度 的 生物 墨水 ,在 一 些 实施 方案 中 ,通过 离心 作用 、 切 向 流 过滤 (“TFF”) 或 其 组 合 来 实现 生 
物 墨水 的 致密 化 ,在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 的 致密 化 产生 了 可 挤 出 的 组 合 物 ,从 而 允许 
形成 多 细胞 聚集 体 或 多 细胞 体 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 可 挤 出 的 ”是 指 能 够 通过 被 迫 (例如 在 
压力 下 ) 穿 过 喷嘴 或 孔 口 (例如 ,一 个 或 多 个 洞 或 管 ) 而 成 形 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 
的 致密 化 是 由 细胞 生长 到 合适 的 密度 而 引起 的 。 该 生物 墨水 所 需 的 细胞 密度 会 随 着 所 使 用 
的 细胞 和 要 产生 的 组 织 或 器 官 而 改变 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 的 细胞 是 凝聚 和 /或 
粘 附 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 许 聚 (cohere)”“ 刻 聚 的 (cohered)” 和 “凝聚 (cohesion)” 指 
将 细胞 多 细胞 聚集 体 ` 多 细胞 体 和 /或 它们 的 层 结合 起 来 的 细胞 -细胞 粘 附 性 质 。 在 一 些 实 
施 方案 中 ,该 术语 可 以 与 "融合 (fuse) ”融合 的 (fused)” 和 “融合 (fusion)” 互 换 使 用 ,在 
一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 另外 包含 文 持 材料 、 细 胞 培养 基 (或 其 补充 物 ) 、 细 胞 外 基质 
(或 其 组 分 )、 细 胞 粘着 剂 、 细 胞 死亡 抑制 剂 、 抗 调 亡 剂 、 抗 氧化 剂 、 挤 出 化 合 物 和 它们 的 组 
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[0146] ”在 各 个 实施 方案 中 ,该 细胞 是 任何 合适 的 细胞 .在 进一步 的 各 个 实施 方案 中 ,该 细 
胞 是 兰 椎 动物 细胞 .哺乳 动物 细胞 `、 人 类 细胞 或 它们 的 组 合 .在 一 些 实施 方案 中 ,在 本 文公 
开 的 方法 中 使 用 的 细胞 类 型 取决 于 要 产生 的 构建 体 或 组 织 的 类 型 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 
生物 墨水 包含 一 种 类 型 的 细胞 (也 被 称 为 “ 均 质 "或 “ 单 型 "生物 墨水 ) ,在 一 些 实施 方案 中 ， 
该 生物 墨水 包含 超过 一 种 类 型 的 细胞 (也 被 称 为 “ 异 质 ”或 “多 型 ”生物 墨水 ) 。 

[0147] ”细胞 培养 基 
[0148] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 包含 细胞 培养 基 。 该 细胞 培养 基 是 任何 合适 的 培 
养 基 。 在 各 个 实施 方案 中 ,作为 非 限 制 性 的 实例 ,合适 的 细胞 培养 基 包 括 :Dulbecco 磷 酸 盐 
缓冲 盐水 \Earle 平 衡 盐 、Hanks 平 衡 盐 .Tyrode 盐 、Alsever 溶 液 .Gey 平 衡 盐 溶 液 .Kreb'"s- 
Henseleit 改 良 缓冲 系 、.Kreb s-Ringer 碳 酸 氧 盐 缓冲 系 `. Puck 盐 水 .Dulbecco 改 良 Eagle 塔 
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养 基 .Dulbecco 改 良 Eagle 培 养 基 / 营 养 F-12Hanm、\ 营 养 混合 物 F-10Ham (Ham s F-10) 、 培 养 基 
199、 基 本 必需 培养 基 Eagle、RPMI-1640 培 养 基 、Ames 培 养 基 、BGJb 培 养 基 (Fitton-Jackson 
改良 ) .Click 培 养 基 、CMRL-1066 培 养 基 、Fischer 培 养 基 、Glascow 基 本 必需 培养 基 (GMEM) 、 
Iscove 改 良 Dulbecco 培 养 基 (TMDM) 、L-15 培 养 基 (Leibovitz) 、McCoy 5A 改 良 培养 基 、NCTC 
培养 基 、Swim S-77 培 养 基 、Waymouth 培 养 基 、William 培 养 基 E 或 它们 的 组 合 , 在 一 些 实 施 方 
案 中 ,该 细胞 培养 基 得 到 改良 或 补充 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 细胞 培养 基 进 一 步 包 售 白 蛋 
白 \ 三 、 转 铁 蛋 白 、 胎 球 蛋 白糖、 氨基 酸 、 维 生 素 、 生 长 因子 、 细 胞 因子 、 激 素 、 抗 生 素 、 脂 质 、 
脂 质 载体 \ 环 糊 精 、 富 血小板 血浆 或 它们 的 组 合 。 

[0149] ”细胞 外 基质 

[0150] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 进一步 包含 细胞 外 基质 或 其 衍生 物 的 一 种 或 多 种 
组 分 。 在 一 些 实施 方案 中 ,“ 细 胞 外 基质 ”包括 由 细胞 产生 并 从 细胞 中 转运 到 细胞 外 隙 内 的 
和 蛋白质 ,在 细胞 外 际 中 它们 作为 支持 体 将 组 织 保持 在 一 起 、 提 供 拉 伸 强 度 和 /或 促进 细胞 信 
号 传导 。 细 胞 外 基质 组 分 的 实例 包括 但 不 限于 :胶原 和 蛋白、 纤 连 蛋白 、 层 粘连 重 白 、 透明 质 酸 
盐 、 弹 性 蛋白 和 和 蛋白 聚 糖 ,例如 ,在 一 些 实 施 方案 中 ,该 多 细胞 聚集 体 含 有 多 种 ECM 和 蛋白 质 
(例如 ,明胶 、 纤 维 蛋 白 原 .纤维 蛋白、 胶原 蛋白 、 纤 连 和 蛋白、 层 粘 连 和 蛋白、 弹性 和 蛋白 和 和 蛋白 聚 
糖 ) 。 任 选 地 将 ECM 组 分 或 ECM 组 分 的 衍生 物 加 入 到 用 于 形成 多 细胞 聚集 体 的 细胞 浆 料 中 。 加 
入 到 细胞 浆 料 中 的 ECM 组 分 或 ECM 组 分 的 衍生 物 任 选 地 从 人 类 或 动物 源 纯 化 ,或 者 通过 本 领 
域 已 知 的 重组 方法 产生 。 或 者 ,该 FCM 组 分 或 ECM 组 分 的 衍生 物 是 由 细 长 细胞 体内 的 细胞 自 
然 分 泌 的 ,或 者 用 于 形成 该 细 长 细胞 体 的 细胞 任 选 地 通过 任何 本 领域 已 知 的 合适 方法 进行 
遗传 操作 ,以 改变 一 种 或 多 种 ECM 组 分 或 ECM 组 分 的 衍生 物 和 /或 一 种 或 多 种 细胞 粘 附 分 子 
或 细胞 -基底 粘 附 分 子 (例如 ,选择 素 、 整 合 素 、 免 疫 球 和 蛋白 和 粘 附 素 ) 的 表达 水 平 。 在 一 些 实 
施 方案 中 ,ECM 组 分 或 ECM 组 分 的 衍生 物 促进 细胞 在 多 细胞 聚集 体 中 的 凝聚 ,例如 ,将 明胶 
和 /或 纤维 蛋白 原 适 当地 加 入 到 细胞 浆 料 中 ,该 浆 料 用 于 形成 多 细胞 聚集 体 . 通 过 加 入 凝血 
酶 将 纤维 蛋白 原 转变 为 纤维 蛋白 。 

[0151] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 进一步 包含 促进 细胞 粘 附 的 试剂 。 

[0152] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 进一步 包含 抑制 细胞 死亡 (例如 ,坏死 、 调 亡 或 自 
体 知 喋 ) 的 试剂 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 进一步 包含 抗 凋 亡 剂 ,抑制 细胞 死亡 的 试 
剂 包 括 但 不 限于 :小 分 子 、 抗 体 、 肽 、 肽 体 或 它们 的 组 合 。 在 一 些 实施 方案 中 ,抑制 细胞 死亡 
的 试剂 选 自 : 抗 -TNF 试 剂 、 抑 制 白细胞 介 素 活性 的 试剂 ,抑制 干扰 素 活 性 的 试剂 、 抑 制 GCSF 
( 粒 细胞 集落 刺激 因子 ) 活 性 的 试剂 ,抑制 巨星 细胞 炎 性 蛋白 活性 的 试剂 .抑制 TGF-B (转化 
生长 因子 B) 活性 的 试剂 (例如 ,参见 图 15 和 16) 、 抑 制 MMP (基质 金属 和 蛋白酶 ) 活 性 的 试剂 、 抑 
制 胶 天 和 蛋白酶 活性 的 试剂 ,抑制 MAPK/JNK 信 号 级 联 活 性 的 试剂 ,抑制 Src 激 酶 活性 的 试剂 、 
抑制 JAK (Janus 激 酶 ) 活性 的 试剂 或 它们 的 组 合 , 在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 包含 抗 氧 
化 剂 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 包含 氧 携带 者 或 其 他 的 细胞 特异 性 营养 物 。 

[0153] ” 挤 出 化 合 物 

[0154] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 进一步 包含 挤 出 化 合 物 ( 即 ,改变 生物 墨水 的 挤 出 
性 质 的 化 合 物 ) 。 挤 出 化 合 物 的 实例 包括 但 不 限于 : 凝 股 、 水 凝 胶 、 肽 水 凝 胶 、 基 于 氨基 酸 的 
凝 胶 、 表 面 活性 剂 多 元 醇 (例如 Pluronic F-127 或 PF-127) 、 热 响应 性 聚合 物 、 透 明 质 酸 盐 、 
漂 酸 盐 、 细 胞 外 基质 组 分 (及 其 衍生 物 )、 胶原 明胶、 其 他 生物 相 容 性 天 然 或 合成 聚合 物 、 纳 
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米 纤 维和 自 组 装 的 纳米 纤维 。 在 一 些 实施 方案 中 ,在 生物 打印 之 后 ,通过 物理 、 化 学 或 酶 的 
方式 将 挤 出 化 合 物 除 去 。 
[0155] ”已 经 以 各 种 方式 定义 了 凝 胶 , 有 时 被 称 作 胶 状 物 。 例 如 ,美国 药典 》 将 凝 胶 定 义 为 
日 小 无 机 粒子 组 成 的 悬浮 液 或 被 液体 互相 渗透 的 大 有 机 分 子 构成 的 半 固 体 体 系 。 凝 胶 包 括 
单 相 或 两 相 体系 。 单 相 凝 胶 由 均匀 分 布 在 整个 液体 中 的 有 机 大 分 子 组 成 ,其 分 布 方式 使 得 
在 分 散 的 大 分 子 和 液体 之 间 不 存在 明显 的 边界 。 某 些 单 相 凝 胶 是 由 合成 大 分 子 (例如 卡 波 
姆 ) 或 由 天 然 树 胶 (例如 西 黄 著 胶 ) 制备 的 。 在 一 些 实施 方案 中 , 单 相 凝 胶 通 常 是 水 性 的 ,但 
是 也 可 以 利用 醇和 油 来 制备 。 两 相 凝 胶 由 小 离散 微粒 的 网 络 组 成 。 

[0156] “在 某 些 情况 下 , 凝 胶 被 分 类 为 亲 水 的 或 疏水 的 。 在 某 些 实施 方案 中 , 玻 水 凝 胶 的 基 
质 由 液体 石蜡 与 聚 乙烯 ,或 用 胶 态 二 氧化 硅 ,或 铝 或 久 皇 胶 凝 的 脂肪 油 组 成 。 相 反 , 亲 水 凝 
胶 的 基质 一 般 由 用 合适 的 胶 凝 剂 (例如 , 西 黄 车 胶 淀粉 纤维 素 衍 生物 、. 羧 乙 烯 基 聚 合 物 和 
硅 酸 镁 铝 ) 胶 凝 的 水 .甘油 或 丙二醇 组 成 。 在 某 些 实施 方案 中 ,本 文中 公开 的 组 合 物 或 装置 
的 流 变 学 是 假 塑性 、 塑 性 、 触 变性 或 膨胀 性 的 。 

[0157] ”适宜 的 水 凝 胶 包 括 衍 生 自 胶原 .透明 质 酸 盐 、 透 明 质 酸 `、 纤 维 蛋白 、 藻 酸 盐 、 琼 脂 
糖 ` 壳 聚 糖 及 其 组 合 的 水 凝 胶 。 在 其 他 实施 方案 中 ,适宜 的 水 凝 胶 是 合成 聚合 物 。 在 进一步 
的 实施 方案 中 ,适宜 的 水 凝 胶 包 括 衍生 自 聚 (丙烯 酸 ) 或 其 衍生 物 、 聚 ( 环 氧 乙 烷 ) 及 其 共聚 
物 、 聚 (乙烯 醇 )、 聚 磷 且 及 其 组 合 的 水 凝 胶 。 在 各 个 有 具体 实施 方案 中 ,限制 材料 选 自 : 水 凝 
胶 .NovoGel 工 琼脂 糖 、 洛 酸 盐 明胶 、 Matrigel 透明 质 酸 、 泊 洛 沙 姆 、 肽 水 凝 胶 、 聚 ( 异 两 
基 正 聚 丙 烯 酰胺 ) . 聚 乙 二 醇 二 丙烯 酸 酯 (PEG-DA) . 甲 基 丙 烯 酸 羟 乙 酯 . 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 、 聚 
丙烯 酰胺 、 聚 (乳酸 ) 、 硅 、 丝 或 它们 的 组 合 。 

[0158] ”在 一 些 实施 方案 中 ,基于 水 凝 胶 的 挤 出 化 合 物 是 热 可 逆 凝 胶 (也 称 为 热 响应 性 凝 
胶 或 热 凝 胶 ) 。 在 一 些 实施 方案 中 ,合适 的 热 可 逆水 凝 胶 在 室温 下 不 是 液体 。 在 具体 实施 方 
案 中 ,合适 的 水 凝 胶 的 胶 凝 温度 (Tgel) 为 约 10'C、11'C、12°C、13'C、14°C、15'C、16'C、17'C、 
18C、19 で 、20 で て 、21 で 、22 で て .23°C 、24 で て 、25 で て 、26 で て 、27 で て 、28 で 、29 で て 、30 で 、31 で て 、32 で て 、33 
で 、34 で て 、35 て 、36 て 、37 で て 、38 て 、39 で 、40 で て ,包括 其 间 的 任何 量 。 在 某 些 实施 方案 中 ,合适 
的 水 凝 股 的 Tgel 为 约 10C 至 约 40'C 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 的 Tgel 为 约 20 
C 至 约 30C ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 墨水 (例如 ,包含 水 凝 胶 、 一 种 或 多 种 细胞 
类 型 和 其 他 添加 剂 等 ) 在 室温 下 不 是 液体 。 在 一 些 实施 方案 中 ,合适 的 热 可 逆水 凝 胶 在 哺乳 
动物 的 体温 下 不 是 液体 。 在 具体 的 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 的 胶 凝 温度 Tge1) 为 约 22'C、 
23 て 、24 で 、25 で て 、26 で て 、27 で て 、28 で て 、29 で て 、30 て で て 、31 で て 、32 で て 、33 で て 、34 で て 、35 で て 、36 で て 、37 て 、 
38 で て 、39 で て 、40 で て 、41 で て 、41 で 、43' て 、44 で 、45 で て 、46 で 、47 で て 、48 で て 、49 で 、50 で 、51 で て 、52 で て , 包 
括 其 间 的 任何 量 。 在 某 些 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 的 Tgel 为 约 227C 至 约 52"C ,在 进一步 的 
实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 的 Tgel] 为 约 32C 至 约 425C 。 在 一 些 实施 方案 中 ,本文 所 述 的 生物 
墨水 (例如 ,包含 水 凝 胶 、 一 种 或 多 种 细胞 类 型 和 其 他 添加 剂 等 ) 在 哺乳 动物 的 体温 下 不 是 
液体 .在 具体 的 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 墨水 的 胶 凝 温度 Tge1) 为 约 10C 、 约 15C 、 约 
20%C、 约 25'C、 约 30'C、 约 35'C、 约 40'C、 约 45'C、 约 50'C、 约 55'C ,包括 其 间 的 任何 量 。 在 具体 
实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 墨水 的 Tge1 是 约 10C 至 约 15C ,在 男 一 具体 实施 方案 中 ,本 文 
所 述 的 生物 墨水 的 Tge1 是 约 15C 至 约 20C 。 在 另 一 具体 实施 方案 中 ,本文 所 述 的 生物 墨水 
的 Tge1 是 约 20C 至 约 25C ,在 男 一 具体 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 墨水 的 Tgel 是 约 25°C 
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至 约 30'C ,在 另 一 具体 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 墨水 的 Tgel 是 约 30'C 至 约 35'C。 在 男 一 
具体 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 墨水 的 Tgel 是 约 35'C 至 约 40'C ,在 另 一 具体 实施 方案 中 ， 
本 文 所 述 的 生物 墨水 的 Tgel 是 约 40C 至 约 45'C 。 在 另 一 具体 实施 方案 中 ,本文 所 述 的 生物 
墨水 的 Tgel 是 约 45C 至 约 50°C。 

[0159] “” 当 并 入 水 溶液 中 时 ,由 聚 氧化 丙烯 和 聚 氧化 乙烯 组 成 的 聚合 物 形 成 热 可 逆 的 凝 
胶 。 在 生物 打印 机 装置 中 可 以 保持 的 温度 下 ,这 些 聚 合 物 具 有 从 液态 变 为 凝 胶 态 的 能 力 。 该 
液态 至 凝 胶 态 的 相 变 取决 于 聚合 物 的 浓度 和 溶液 中 的 成 分 。 

[0160] “” 泊 洛 沙 姆 407 (Pluronic F-127 或 PF-127 或 Lutro1) 是 由 聚 氧化 乙烯 - 聚 氧 化 丙烯 
共聚 物 组 成 的 非 离子 表面 活性 剂 . 其 他 泊 洛 沙 姆 包括 188 (F-68 级 )、237 (F-87 级 ) 、338 (F- 
108 级 ) 。 泊 洛 沙 姆 的 水 溶液 在 酸 、 碱 和 金属 离子 的 存在 下 是 稳定 的 。.PF-127 是 通 式 
E106P70E106 的 可 商 购 的 聚 氧化 乙烯 - 聚 氧化 丙烯 三 嵌 段 共聚 物 , 具 有 13000 的 平均 摩尔 质 
量 。 该 聚合 物 任 选 地 采用 增强 聚合 物 的 胶 凝 性 质 的 合适 的 方法 进一步 纯化 。 它 含有 大 约 
70% 的 氧化 乙烯 ,这 解释 了 它 的 亲 水 性 。 它 是 泊 洛 沙 姆 ABA 艇 段 共 聚 物 系列 中 的 一 种 。PF- 
127 具 有 良好 的 增 溶 能 力 、 低 毒性 ,因此 被 认为 是 合适 的 挤 出 化 合 物 。 

[0161] ”在 一 些 实施 方案 中 ,通过 任何 所 述 的 手段 来 测量 本 文中 提出 的 水 凝 胶 和 生物 墨水 
的 粘度 .例如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,采用 LVDV-II+CP Cone Plate 粘度 计 和 Cone Spindle 
CPE-40 来 计算 水 凝 腕 和 生物 墨水 的 粘度 。 在 其 他 实施 方案 中 ,采用 Brookfield ( 轴 和 杯 ) 粘 
度 计 来 计算 水 凝 胶 和 生物 墨水 的 粘度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,本 文中 中 提 及 的 粘度 范围 是 在 
室温 下 测量 的 。 在 其 他 实施 方案 中 ,本 文中 提 及 的 粘度 范围 是 在 体温 下 (例如 ,在 健康 人 的 
平均 体温 下 ) 测量 的 。 

[0162] “在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 水 凝 胶 和 /或 生物 墨水 的 特征 在 于 具有 约 500 至 1,000， 
000 厘 泊 、 约 750 至 1,000 ,000 厘 泊 、 约 1000 至 1,000,000 厘 泊 、 约 1000 至 400,000 厘 泊 、 约 2000 
至 100 ,000 厘 泊 、 约 3000 至 50 ,000 厘 泊 、 约 4000 至 25,000 厘 泊 、 约 5000 至 20,000 厘 泊 或 约 
6000 至 15 ,000 厘 泊 的 粘度 。 

[0163] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 包含 细胞 和 适合 于 连续 生物 打印 的 挤 出 化 合 物 。 
在 具体 实施 方案 中 ,该 生物 墨水 具有 约 1500mPa。 s 的 粘度 ,在 一 些 实施 方案 中 ,Pluronic 
F-127 和 细胞 材料 的 混合 物 适合 于 连续 生物 打印 ,这样 的 生物 墨水 适当 地 通过 以 下 步 又 和 
备 :通过 在 冷 (4 で ) 磷酸 盐 缓冲 盐水 (PBS) 中 连续 混合 418 小 时 溶解 Pluronic F-127 粉 末 至 
30% (w/v) 。Pluronic F-127 也 适当 地 溶解 在 水 中 ,在 一 些 实施 方案 中 ,采用 标准 无 菌 细胞 
培养 技术 将 细胞 培养 和 扩充 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,例如 将 该 细胞 在 200g 下 沉淀 ,并 重臣 
浮 在 30%Pluronic F-127 中 ,并 抽 吸 到 附 于 生物 打印 机 上 的 储 库 中 ,在 一 些 实施 方案 中 ,这 
使 之 在 约 10C 至 约 25C 的 胶 凝 温度 下 固化 。 在 生物 打印 之 前 生物 墨水 的 胶 凝 是 任 选 的 。 生 
物 墨水 ,包括 包含 Pluronic F-127 的 生物 墨水 , 任 选 地 作为 液体 分 配 。 

[0164] ”在 各 个 实施 方案 中 ,Pluronic F-127 的 浓度 是 具有 合适 的 粘度 和 /或 细胞 毒性 的 
任意 值 .在 一 些 实施 方案 中 ,Pluronic F-127 的 合适 的 浓度 能 够 在 生物 打印 时 支撑 重量 同 
时 保持 其 形状 ,在 一 些 实施 方案 中 ,Pluronic F-127 的 浓度 为 约 10%、 约 15%、 约 20%、 约 
25%、 约 30%、 约 35%、 约 40%、 约 45% 或 约 50% ,在 一 些 实施 方案 中 ,Pluronic F-127 的 浓 
度 为 约 30% 至 约 40% ,或 者 约 30% 至 约 35%。 

[0165] 在 一 些 实施 方案 中 ,在 挤 出 化 合 物 或 赋 形 剂 中 明胶 的 浓度 为 6% 并 且 汇 酸 盐 的 浓 
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度 为 0.5% 。 在 其 他 实施 方案 中 ,在 挤 出 化 合 物 或 赋 形 剂 中 明胶 的 浓度 为 4%% 并 且 落 酸 盐 的 
浓度 为 2% 。 

[0166] ”在 一 些 实施 方案 中 ,在 使 用 之 前 除去 生物 墨水 的 非 细 胞 组 分 (例如 , 挤 出 化 合 物 
等 ) 。 在 进一步 的 实施 方案 中 , 非 细 胞 组 分 例如 是 :水 凝 胶 、 肽 水 凝 胶 、 基 于 氢 基 酸 的 凝 胶 、 表 
面 活性 剂 多 元 醇 、 热 响应 性 聚合 物 、 透 明 质 酸 盐 、 洗 酸 盐 、 胶 原 或 其 他 生物 相 容 性 天 然 或 合 
成 聚合 物 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,通过 物理 、 化 学 或 酶 手段 除去 非 细 胞 组 分 。 在 一 些 实 
施 方案 中 ,在 使 用 时 ,一 部 分 非 细胞 组 分 仍 与 细胞 组 分 相关 联 。 

[0167] ”在 一 些 实施 方案 中 , 预 处 理 细 胞 ,以 增加 细胞 相互 作用 。 例 如 ,为 了 在 生物 墨水 成 
形 之 前 增强 细胞 -细胞 相互 作用 ,适当 地 在 离心 之 后 在 离心 管内 培养 细胞 。 

[0168] 示例 性 的 细胞 比例 

[0169] 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 多 细胞 体 ,该 多 细胞 体 进一步 包含 非 实质 肝 细 
胞 (例如, 内皮 细胞 、 肝 星 形 细胞 、 顶 否 细 胞 ) ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,内 皮 细 胞 比 肝 星 形 细 
胞 比 枯 否 细胞 的 比例 为 任何 合适 的 比例 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,内 皮 细 胞 比 肝 星 形 细胞 
比 村 和 否 细胞 的 比例 为 约 90:10:0 至 约 10:90:0。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,内 皮 细 胞 比 肝 星 
形 细胞 比 枯 否 细胞 的 比例 为 45:45:10。 

[0170] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 墨水 包含 多 细胞 体 ,该 多 细胞 体 进一步 以 100:0 的 比例 包 
含 肝 细胞 (例如 , 原 代 肝 细 胞 、HepG2 或 HepaRG) 和 另外 的 细胞 类 型 .在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
肝 细 胞 与 另外 的 非 实质 细胞 类 型 (例如 ,内皮 细胞 ) 的 比例 为 95:5。 在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
干细胞 与 男 外 的 非 实质 细胞 类 型 (例如 ,内 皮 细 胞 、 星 形 细胞 ) 的 比例 为 50:50。 在 更 进一步 
的 实施 方案 中 ,实质 细胞 与 非 实质 细 胞 (例如 ,内 皮 细 胞 、 星 形 细胞 、 枯 否 细胞 ) 的 比例 为 50: 
35:10:5。 

[0171] ”细胞 的 自分 选 (self-sorting) 

[0172] ”在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 形成 构建 体 或 组 织 的 多 细胞 聚集 体 包 含 将 要 包括 在 工程 
化 组 织 中 的 所 有 细胞 类 型 (例如 , 肝 细 胞 .内 皮 细 胞 、 肝 星 形 细胞 和 枯 否 细胞 ) ;在 这 样 的 实 
例 中 ,每 个 细胞 类 型 迁移 到 合适 的 位 置 (例如 ,在 成 熟 期 间 ) ,以 形成 工程 化 组 织 , 如 工程 化 
肝 组 织 , 在 其 他 实施 方案 中 ,用 于 形成 结构 的 多 细胞 聚集 体 包括 比 将 要 包括 在 工程 化 组 织 
中 的 所 有 细胞 类 型 要 少 的 细胞 类 型 ,在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 类 型 的 细胞 均匀 分 布 在 多 细 
胞 聚集 体 中 ,或 组 织 的 区 域 或 层 中 ,在 其 他 实施 方案 中 ,每 个 类 型 的 细胞 定位 在 多 细胞 聚集 
体内 的 特定 区 域 或 组 织 的 区 域 或 层 中 。 

[0173] ”例如 ,在 以 合适 的 比例 (例如 ,70:15:10:5) 包含 肝 细 胞 、 内 皮 细 胞 、 肝 星 形 细胞 和 
枯 否 细胞 的 工程 化 肝 组 织 的 情况 下 , 相 邻 的 、. 生 物 打 印 的 凝聚 多 型 生物 墨水 单元 融合 在 一 
起 。 在 成 熟 期 间 , 内 皮 细 胞 在 某 种 程度 上 定位 在 构建 体 的 外 围 和 中 心 ,并 组 织 成 为 微血管 结 
构 。 在 一 些 实施 方案 中 ,细胞 类 型 在 构建 体内 的 定位 模拟 了 体内 或 离 体 哺乳 动物 组 织 的 分 
层 结构 。 

[0174] 预 形成 的 支架 

[0175] 在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 了 工程 化 的 可 植 入 组 织 和 器 官 ,其 不 含 或 基本 不 含 
任何 预 形成 的 支架 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,“ 文 架 ” 是 指 合成 的 文 架 , 例 如 聚合 物 文 架 和 多 
孔 水 凝 胶 ; 非 合成 的 支架 ,例如 预 形 成 的 细胞 外 基质 层 、 死 细胞 层 和 脱 细 胞 的 组 织 ;以 及 任 
何其 他 类 型 的 预 形成 支架 , 它 对 于 工程 化 组 织 和 /或 器 官 的 物理 结构 而 言 是 必要 的 ,并且 不 
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从 该 组 织 和 /或 器 官 除 去 。 在 进一步 的 实施 方案 中 , 脱 细 胞 的 组 织 文 架 包 括 脱 细 胞 的 天 然 组 
织 或 以 任意 方式 由 培养 的 细胞 产生 的 脱 细胞 的 细胞 材料 ;例如 ,使 之 死亡 或 者 脱 细胞 而 留 
下 它们 在 活着 时 产生 的 ECM 的 细胞 层 。 

[0176] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 工程 化 的 肝 组 织 / 构 建 体 及 其 阵列 ,不 利用 任何 预 形成 的 支 
架 , 例 如 ,来 形成 该 组 织 \ 该 组 织 的 任何 层 或 者 形成 该 组 织 的 形状 ,作为 非 限制 性 的 实例 ,在 
制造 时 或 使 用 时 ,本 发 明 的 工程 化 肝 组 织 不 利用 任何 预 形成 的 合成 支架 (例如 聚合 支架 ) 、 
预 形成 的 细胞 外 基质 层 或 任何 其 他 类 型 的 预 形成 支架 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 工程 化 的 肝 
组 织 基本 不 含 任何 预 形成 的 支架 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 组 织 的 细胞 组 分 含有 可 检测 
到 的 但 是 痕 量 或 微量 的 支架 ,例如 ,小 于 总 组 合 物 的 2.0%、 小 于 1.0% 或 小 于 0.5% 的 支架 。 
在 更 进一步 的 实施 方案 中 , 痕 量 或 微量 的 文 架 不 足以 影响 该 组 织 或 其 阵列 的 长 期 行为 或 者 
妨碍 其 主要 生物 功能 。 在 另外 的 实施 方案 中 ,在 打印 之 后 ,通过 物理 、 化 学 或 酶 方法 除去 文 
架 组 分 ,从 而 产生 不 含 或 基本 不 含 文 架 组 分 的 工程 化 组 织 。 

[0177] “在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 不 含 或 基本 不 含 预 形 成 文 架 的 工程 化 肝 组 织 , 与 
用 某 些 其 他 组 织 工程 方法 开发 的 那些 形成 鲜明 对 比 ,后 者 中 首先 形成 文 架 材料 ,然后 将 细 
胞 接种 到 文 架 上 ,随后 细胞 增殖 ,以 填充 并 呈现 支架 的 形状 。 在 一 个 方面 ,本 文中 描述 的 生 
物 打 印 方法 允许 产生 活 的 且 有 用 的 组 织 , 其 不 含 或 基本 不 含 预 形 成 的 文 架 。 在 另 一 方面 ,在 
一 些 实施 方案 中 ,利用 限制 材料 将 本 发 明 的 细胞 保持 在 期 望 的 三 维 形 状 中 。 该 限制 材料 至 
少 在 以 下 事实 上 与 支架 是 不 同 的 :限制 材料 是 暂时 的 和 /或 可 以 从 细胞 和 /或 组 织 除去 。 
[0178] ”阵列 

[0179] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文中 公开 了 工程 化 肝 组 织 /构建 体 的 阵列 ,在 一 些 实施 方案 
中 , “阵列 ” 意 指 包括 多 个 元 件 的 关联 的 科学 工具 ,其 中 多 个 元 件 被 空间 排列 以 允许 在 一 个 
样品 上 进行 多 个 试验 、 在 多 个 样品 上 进行 一 个 或 多 个 试验 或 两 者 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 阵 
列 适 于 筛选 方法 和 装置 ,或 者 与 筛选 方法 和 装置 (包括 与 中 或 高 通 量 篇 选 关 的 那些 ) 相 
容 , 在 进一步 的 实施 方案 中 ,阵列 允许 同时 进行 多 个 试验 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,阵列 允 
许 同 时 测试 多 个 样品 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 阵列 为 细胞 的 微 阵列 。 在 进一步 的 实施 方案 
中 ,细胞 的 微 阵列 为 允许 对 固体 文 持 体 表 面 上 的 活 细 胞 多 路 讯问 (multiplex 
interrogation) 的 实验 室 工具 。 在 其 他 的 实施 方案 中 ,该 阵列 为 组 织 微 阵列 。 在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,组 织 微 阵列 包括 组 装 成 一 个 阵列 的 多 个 分 离 的 组 织 或 组 织 样品 ,以 允许 进行 多 
个 生物 化 学 的 、 代 谢 的 、 分 子 的 或 组 织 学 的 分 析 。 

[0180] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 /构建 体 各 自 存在 于 生物 相 容 性 多 孔 容 器 的 
孔 中 (例如 ,参见 图 16) 。 在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 组 织 被 放 入 孔 中 。 在 其 他 的 实施 方案 中 ,每 
个 组 织 被 生物 打印 入 孔 中 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 孔 被 包 被 .在 各 个 进一步 的 实施 方案 
中 ,该 孔 用 如 下 物质 中 的 一 种 或 多 种 包 被 :生物 相 容 性 水 凝 胶 、 一 种 或 多 种 蛋白 质 、 一 种 或 
多 种 化 学 品 、 一 种 或 多 种 肽 、 一 种 或 多 种 抗体 和 一 种 或 多 种 生长 因子 ,包括 它们 的 组 合 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,该 孔 用 NovoGel7 包 被 。 在 其 他 的 实施 方案 中 , 该 孔 用 琼脂 糖 包 被 .在 一 些 
实施 方案 中 ,每 个 组 织 存 在 于 生物 相 容 性 多 孔 容 器 的 孔 内 的 多 孔 生 物 相 容 性 膜 上 ,在 一 些 
实施 方案 中 ,多 孔 容 器 的 每 个 孔 含有 两 个 或 更 多 个 组 织 。 

[0181] 在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 / 构 建 体 被 固定 在 生物 相 容 性 表面 的 一 个 或 多 
个 侧面 上 。 许 多 方法 适 于 将 组 织 固定 到 生物 相 容 性 表面 。 在 各 个 实施 方案 中 ,组织 被 适当 地 
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固定 在 生物 相 容 性 表面 ,例如 , 沿 着 一 个 或 多 个 整体 侧面 .只 在 一 个 或 多 个 侧面 的 边缘 或 只 
在 一 个 或 多 个 侧面 的 中 心 。 在 各 个 进一步 的 实施 方案 中 ,将 组 织 适 当地 固定 在 具有 (整合 到 
表面 中 的 或 者 与 表面 相关 联 的 ) 支持 物 或 载体 的 生物 相 容 性 表面 。 在 各 个 进一步 的 实施 方 
案 中 ,将 组 织 适 当地 固定 在 具有 (整合 到 表面 中 的 或 者 与 表面 相关 联 的 ) 一 个 或 多 个 夹 持 夹 
或 塑料 补 片 的 生物 相 容 性 表面 。 在 一 些 实施 方案 中 ,通过 细胞 到 多 孔 膜 的 附着 ,将 组 织 适 当 
地 固定 在 生物 相 容 性 表面 。 在 一 些 实施 方案 中 ,通过 固定 在 生物 相 容 性 表面 的 一 个 或 多 个 
侧面 上 ,将 工程 化 肝 组 织 /构建 体 保持 在 阵列 结构 中 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 组 织 在 1、 
2、3、4 或 更 多 个 侧面 上 被 附着 到 生物 相 容 性 表面 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 生物 相 容 性 表面 为 
任何 对 该 组 织 或 与 该 组 织 接触 的 有 机 体 不 产生 显著 伤害 或 毒性 风险 的 表面 ,在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,该 生物 相 容 性 表面 为 任何 适合 于 传统 组 织 培养 方法 的 表面 。 作 为 非 限 制 性 的 实 
例 ,合适 的 生物 相 容 性 表面 包括 :已 处 理 的 塑料 `. 膜 .多孔 膜 、 涂 履 的 膜 、 涂 履 的 塑料 金属、 
涂 履 的 金属 ,玻璃 .已 处 理 的 玻璃 和 涂 履 的 玻璃 ,其 中 合适 的 涂 层 包括 水 凝 胶 、ECM 组 分 、 化 
学 品 、 蛋 白质 等 ,并 且 涂 覆 或 处 理 提供 了 刺激 或 防止 细胞 和 组 织 粘 附 到 该 生物 相 容 性 表面 
的 手段 。 

[0182] ”在 一 些 实施 方案 中 ,将 工程 化 组 织 固定 到 生物 相 容 性 表面 的 一 个 或 多 个 侧面 上 ， 
有 利于 使 该 组 织 经 受 由 流体 流动 引起 的 剪 切 力 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 / 
构建 体 经受 由 流体 流动 引起 的 剪 切 力 。 在 各 个 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 在 1、2、3、4 或 更 
多 个 侧面 上 经 受 剪 切 力 。 在 进一步 的 实施 方案 中 , 该 工程 化 肝 组 织 / 构 建 体 经 历 与 一 个 或 多 
个 暴露 表面 上 的 组 织 接触 的 液体 营养 物 的 再 循环 、 灌 注 或 搅动 。 

[0183] ”在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 组 织 (包括 肝 组 织 /构建 体 ) 的 阵列 包括 两 种 或 多 种 元 
件 的 结合 ,在 各 个 实施 方案 中 ,该 阵列 包括 2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、 
18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、125、150、175、200、 
225、250、275、300、325、350、375、400、425、450、475 或 500 种 元 件 (包括 其 间 的 任何 量 ) 的 结 
合 , 在 进一步 的 实施 方案 中 ,每 个 元 件 包括 一 个 或 多 个 细胞 、 多 细胞 聚集 体 、 组 织 、 器 官 或 它 
们 的 组 合 。 

[0184] ”在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 组 织 (包括 肝 组 织 /构建 体 ) 的 阵列 包括 以 预先 确定 
图 案 空 间 排列 的 多 个 元 件 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 图 案 为 元 件 的 任何 合适 的 空间 排列 。 
在 各 个 实施 方案 中 , 作为 非 限制 性 的 实例 ,布置 的 图 案 包 括 二 维 网 格 、 三 维 网 格 .一 个 或 多 
个 线 、 弧 或 圆 、 一 系列 的 行 或 列 等 等 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,选择 该 图 案 , 以 与 中 或 高 通 量 
生物 学 分 析 或 筛选 方法 或 装置 具有 相 容 性 。 

[0185] ”在 各 个 实施 方案 中 ,基于 特定 的 研究 目的 或 目标 ,选择 用 于 制造 在 阵列 中 的 一 个 
或 多 个 组 织 的 细胞 的 细胞 类 型 和 /或 来 源 。 在 进一步 的 各 个 实施 方案 中 ,基于 特定 的 研究 目 
的 或 目标 ,选择 阵列 中 的 特定 组 织 。 在 一 些 实施 方案 中 ,在 阵列 中 包括 一 种 或 多 种 特定 的 工 
程 化 肝 组 织 , 以 促进 特定 疾病 或 状况 的 研究 。 在 一 些 实施 方案 中 ,在 阵列 中 包括 一 种 或 多 种 
特定 的 工程 化 肝 组 织 , 以 促进 对 特定 受 试 者 的 疾病 或 状况 的 研究 .在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
用 来 源 于 两 个 或 更 多 个 不 同人 类 供 体 的 一 种 或 多 种 细胞 类 型 来 产生 该 阵列 中 的 一 种 或 多 
种 特定 的 工程 化 肝 组 织 。 在 一 些 实施 方案 中 ,阵列 中 的 每 个 组 织 在 细胞 类 型 细胞 来 源 、 细 
胞 层 、 细 胞 比例 、 构 建 方法 ` 尺寸、 形状 等 方面 是 基本 相似 的 。 在 其 他 的 实施 方案 中 ,阵列 中 
的 一 种 或 多 种 组 织 在 细胞 类 型 .细胞 来 源 、 细 胞 层 、 细 胞 比例 、 构 建 方 法 、 尺 寸 、 形 状 等 方面 
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是 独特 的 ,在 各 个 实施 方案 中 ,阵列 中 的 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、 
50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、125、150、175、200、225、250、275、300 或 更 多 个 ( 包 
括 其 间 的 任何 量 ) 组 织 是 独特 的 ,在 其 他 各 个 实施 方案 中 ,阵列 中 的 1、2、3、4、5、6、7、8、9、 
10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99 
或 100% (包括 其 间 的 任何 量 ) 的 组 织 是 独特 的 。 

[0186] ”在 一 些 实施 方案 中 ,阵列 中 的 每 个 组 织 被 独立 地 培养 维持 ,在 进一步 的 实施 方案 
中 ,阵列 中 每 个 组 织 的 培养 条 件 为 使 得 它们 与 其 他 组 织 分 离 ,并 且 不 能 交换 培养 基 或 溶解 
于 培养 基 中 的 因子 ,在 其 他 实施 方案 中 ,该 阵列 中 的 两 个 或 更 多 个 个 体 组 织 交 换 可 溶性 因 
子 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,阵列 中 的 两 个 或 更 多 个 个 体 组 织 的 培养 条 件 为 使 得 它们 与 其 
他 组 织 交 换 培养 基 或 溶解 于 培养 基 中 的 因子 ,在 各 个 实施 方案 中 ,阵列 中 的 1、2、3、4、5、6、 
7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、125、150、175、 
200、225、250、275、300 或 更 多 个 (包括 其 间 的 任何 量 ) 组 织 , 交 换 培养 基 和 /或 可 溶性 因子 。 
在 其 他 各 个 实施 方案 中 ,阵列 中 的 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、 
60、65、70、75、80、85、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99 或 100% (包括 其 间 的 任何 量 ) 的 组 
织 , 交 换 培养 基 和 /或 可 溶性 因子 。 

[0187] 体外 分 析 

[0188] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文中 公开 的 工程 化 肝 组 织 和 及 阵列 用 于 体外 分 析 。 在 一 些 
实施 方案 中 ， 分 析 ”" 是 指 测试 或 测量 物质 ( 例 如 化 学 品 、 分 子 、 生 物化 学 品 药物 等 ) 在 有 机 
或 生物 样品 (例如 细胞 聚集 体 、 组 织 、 器 官 , 有 机 体 等 ) 中 的 存在 或 活性 的 过 程 。 在 进一步 的 
实施 方案 中 ,分 析 包 括 定性 分 析 和 和 定量 分 析 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,定量 分 析 测 量 样品 
中 物质 的 量 。 
[0189] ”在 各 个 实施 方案 中 ,作为 非 限 制 性 的 实例 ,该 工程 化 肝 组 织 和 阵列 用 于 基于 图 像 
的 分 析 、 分 泌 的 蛋白 质 的 测量 、 标 记 物 的 表达 和 和 蛋白 质 的 生产 ,在 各 个 进一步 的 实施 方案 
中 ,该 工程 化 肝 组 织 和 阵列 用 于 分 析 以 检测 或 测量 如 下 的 一 种 或 多 种 :分 子 结合 (包括 放射 
性 配 体 结合 ) 、 分 子 吸收 、 活 性 (例如 , 酶 活性 和 受 体 活 性 等 ) .基因 表达 、 蛋 白质 表达 、 受 体 激 
动作 用 、 受 体 拷 抗 、 细 胞 信号 传导 、 细 胞 凋 亡 、 化 学 敏感 性 、 转 染 、 细 胞 迁移 、 趋 化 性 、 细 胞 活 
力 、 细 胞 增殖 、 安 全 性 、 有 效 性 、 代 谢 、 毒 性 、 传 染 性 和 滥用 倾向 。 

[0190] ”在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 和 阵列 用 于 免疫 测定 中 ,在 进一步 的 实施 方案 
中 ,免疫 测定 是 竞争 性 的 免疫 测定 或 非 莞 争 性 的 免疫 测定 ,在 竞争 性 的 免疫 测定 中 ,例如 样 
品 中 的 抗原 与 和 抗体 结合 的 标记 抗原 竞争 ,随后 测量 结合 到 抗体 位 点 的 标记 抗原 的 数量 。 
在 非 竞争 性 的 免疫 测定 (也 称 作 “夹心 法 分 析 ”) 中 ,例如 将 样品 中 的 抗原 结合 到 抗体 位 点 ; 
接着 ,将 标记 抗体 结合 到 该 抗原 ,并 且 随 后 测量 在 该 位 点 上 的 标记 抗体 的 数量 。 
[0191] ”在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 和 阵列 用 于 酶 联 免 疫 吸 附 测定 (ELISA) 中 ,在 进 
一 步 的 实施 方案 中 ,ELISA 是 用 于 检测 抗体 或 抗原 在 样品 中 的 存在 的 生物 化 学 技术 ,在 
ELISA 中 ,例如 ,使 用 了 至 少 一 种 对 特定 抗原 具有 特异 性 的 抗体 ,进一步 举例 来 说 ,将 具有 未 
知 量 的 抗原 的 样品 非特 异性 地 (通过 吸附 到 表面 ) 或 特异 性 地 (在 “夹心 "ELISA 中 ,通过 对 同 
样 抗原 具有 特异 性 的 另外 的 抗体 进行 捕获 ) 固定 在 固体 文 持 体 (例如 , 聚 茶 乙 烯 微 孔 板 ) 上 。 
再 进一步 举例 来 说 ,在 抗原 固定 之 后 ,加 入 检测 抗体 ,形成 与 抗原 的 复合 物 。 该 检测 抗体 例 
如 被 共 价 连接 到 酶 ,或 者 通过 经 生物 偶 联 连接 到 酶 的 第 二 抗体 进行 自身 检测 。 
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[0192] ”例如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,细胞 、 多 细胞 聚集 体 或 组 织 的 阵列 、 微 阵列 或 芯片 用 于 
药物 筛选 或 药物 发 现 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,组织 的 阵列 、 微 阵列 或 芯片 用 作用 于 药物 得 
选 或 药物 发 现 的 试剂 盒 的 一 部 分 。 在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 工程 化 肝 组 织 / 构 建 体 存 在 于 生 
物 相 容 性 多 孔 容 器 的 孔 中 ,其 中 容器 适合 于 一 个 或 多 个 自动 药物 筛选 程序 和 /或 装置 。 在 进 
一 步 的 实施 方案 中 ,自动 药物 筛选 程序 和 /或 装置 包括 计算 机 或 自动 机 械 辅助 的 任何 合适 
步骤 或 装置 。 

[0193] ”在 进一步 的 实施 方案 中 ,用 于 药物 筛选 分 析 或 药物 发 现 分 析 的 阵列 用 于 研究 或 开 
发 潜在 可 用 于 任何 治疗 领域 的 药物 的 药物 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,作为 非 限制 性 的 实 
例 , 合 适 的 治疗 领域 包括 :传染 病 、 血 液 病 、 肿 瘤 、 儿 科 、 心 脏 病 、 中 枢 神 经 系统 疾病 、 神 经 病 、 
肠胃 病 、 肝 脏 病 、 泌 尿 科 、 不 育 症 .眼科 、 肾 脏 、 矫 形 外 科 、 疼 痛 控 制 、 精 神 病 、 肺 ,疫苗 、 伤 口 愈 
合 、 生 理学 、 药 理学 、 皮 肤 病 、 基 因 治 疗 、 毒 作用 和 人 免疫 。 

[0194] ”在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 和 阵列 用 于 基于 细胞 的 筛选 ,在 进一步 的 实施 
方案 中 ,该 基于 细胞 的 筛选 是 针对 一 种 或 多 种 传染 病 如 病毒 感染 或 寄生 虫 感染 (例如 , 症 原 
虫 感染 等 ) ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 基于 细胞 的 筛选 是 针对 肝 纤 维 化 (例如 ,硬化 ) 。 在 进 
一 步 的 实施 方案 中 ,该 基于 细胞 的 筛选 是 针对 肝癌 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 基于 细胞 的 
第 先是 针对 肝 脂 肪 变性 (例如 ,脂肪 肝 ) 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 基于 细胞 的 筛选 是 针对 
一 种 或 多 种 代谢 缺陷 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 基于 细胞 的 筛选 是 针对 一 种 或 多 种 蛋 
质 缺 乏 。 在 其 他 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 和 阵列 用 于 研究 癌症 起 始 、 进 展 或 转移 。 在 更 进 
一 步 的 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 和 阵列 用 于 研究 诸如 癌 细 胞 .携带 病原 体 的 细胞 .病原 细 
胞 、 免 疫 细胞 . 源 自 血液 的 细胞 或 干细胞 / 祖 细胞 等 其 他 细胞 类 型 与 肝 组 织 以 及 包含 肝 组 织 
的 细胞 的 相互 作用 。 

[0195] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 构建 体 或 其 阵列 用 于 评估 包括 抗体 .哺乳 动物 细胞 、 细 
菌 、 生 物 活 性 蛋白 质 、 激 素 等 生物 制品 的 性 能 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 或 其 阵列 用 于 
检测 定量 和 研究 枯 否 细胞 和 星 形 细胞 的 免疫 学 取样 ,包括 来 自 枯 和 否 细胞 或 星 形 细胞 的 革 
兰 氏 阴 性 或 革 兰 氏 阳 性 抗原 刺激 的 信号 传导 对 相 邻 肝 细 胞 的 影响 (例如 ,对 脂 多 糖 (LPS) 的 
响应 ) ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 构建 体 或 其 阵列 对 包括 HBV 和 和 HCV 在 内 的 嗜 肝 性 病毒 的 生产 是 
有 用 的 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 或 其 阵列 被 用 作 产 生 外 红细胞 形式 的 症 原 虫 
(Plasmodium spp.) (寄生 虫 ) 的 载体 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,来 自 肝 构 建 体 的 症 原 虫 被 
用 于 比较 性 的 体外 分 析 , 以 确定 针对 外 红细胞 形 形 式 的 痉 原 虫 的 有 效 疗 法 ,在 其 他 实施 方 
案 中 ,该 构建 体 或 其 阵列 被 用 作 针 对 丙 型 肝炎 病毒 (HCV) 或 症 原 虫 的 抗 宿主 疗法 ,包括 进行 
抗 宿主 抗体 研究 ,在 其 他 实施 方案 中 ,该 肝 构 建 体 或 其 阵列 在 癌症 起 始 、 进 展 或 转移 的 研究 
中 是 有 用 的 ,在 其 他 实施 方案 中 ,该 肝 构 建 体 或 其 阵列 在 哺乳 动物 肝 细 胞 /组 织 之 间 的 细 
胞 -细胞 和 细胞 -组 织 相互 作用 的 研究 中 是 有 用 的 ,其 中 该 组 织 包含 该 构建 体 和 一 种 或 多 种 
另外 的 细胞 类 型 ,包括 但 不 限于 携带 病原 体 的 细胞 、 活 的 病原 细胞 、 癌 细胞 免疫 细 胞 、 血 细 
胞 \ 干 细胞/ 祖 细胞 或 基因 操纵 的 细胞 。 
[0196] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 阵列 包含 工程 化 肝 组 织 构建 体 和 另外 的 组 织 构建 体 ,在 
进一步 的 实施 方案 中 ,该 肝 组 织 构建 体 与 另外 的 组 织 构建 体 在 一 个 或 多 个 表面 上 直接 接 
触 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,该 肝 组 织 通过 流体 路 径 或 常见 的 储 室 与 一 种 或 多 种 另外 的 
组 织 构建 体 或 细胞 连接 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,与 工程 化 肝 组 织 构建 体 接触 的 液体 介 
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质 包含 活 的 哺乳 动物 细胞 如 免疫 细胞 、 源 自 血液 的 细胞 或 源 自 肿瘤 的 细胞 ,在 其 他 实施 方 
案 中 ,与 工程 化 肝 组 织 构建 体 接触 的 液体 介质 包含 细菌 、 病 毒 、 寄 生 虫 或 其 他 病原 体 ,在 一 
些 实施 方案 中 ,该 工程 化 肝 组 织 和 阵列 被 用 作 载 体 ,以 繁殖 嗜 肝 性 病毒 用 于 包括 X 射 线 或 冷 
冻 -EM 在 内 的 三 维 结构 研究 。 

[0197] 体外 支持 体 

[0198] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 工 程 化 肝 组 织 构建 体 包含 多 个 层 , 每 个 层 包 含 圆 柱 形 的 
生物 墨水 ,该 生物 墨水 基本 平行 地 轴 向 对 齐 ,该 生物 墨水 包含 实质 肝 细 胞 ; 和 任 选 地 ,在 圆 
柱 形 生 物 墨 水 之 间 的 非 实 质 肝 细 胞 ;以 及 任 选 地 ,在 圆柱 形 生 物 墨 水 之 间 的 空隙 空间 或 可 
灌注 的 通道 .在 进一步 的 实施 方案 中 ,工程 化 肝 组 织 被 用 于 为 有 需要 的 受 试 者 提供 体外 支 
持 体 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,血液 经 过 或 穿 过 该 构建 体 以 过 滤 该 血液 并 对 受 试 者 肝 功 
能 进行 补充 。 

[0199] ”参照 图 17 ,在 特定 的 实施 方案 中 ,生物 打印 的 肝 结 构 被 设计 用 于 提供 体外 支持 .在 
此 实施 方案 中 ,生物 打印 的 肝 结 构 由 多 个 实质 细胞 圆柱 体 组 成 。 该 结构 还 包含 非 实质 细胞 
和 填充 体 ,以 创建 区 室 和 /或 通道 ,通过 该 通道 可 以 实现 灌注 或 流动 。 

[0200] ”参照 图 19, 在 特定 的 实施 方案 中 ,生物 打印 的 肝 结 构 被 用 作 含 有 重复 管状 结构 的 
体外 肝 装 置 ,该 管状 结构 具有 均匀 间隔 的 空隙 空间 (描绘 为 被 临时 填充 体 占据 ) ,从 而 允许 
跨 过 和 /或 通过 该 工程 化 的 肝 组 织 灌注 。 

[0201] 方 法 
[0202] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文中 公开 了 用 于 构建 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,该 方 
法 包括 将 包含 至 少 一 种 肝 细 胞 类 型 的 生物 墨水 生物 打印 到 形式 中 或 形式 上 ,并 将 生物 墨水 
融合 成 活 的 三 维 组 织 肝 构建 体 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 组 织 构建 体 用 于 体外 使 用 。 
[0203] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文中 还 公开 了 用 于 构建 组 织 (包括 工程 化 肝 组 织 ) 的 方法 ， 
该 方法 包括 如 下 步骤 :制备 包含 实质 或 实质 和 非 实质 细胞 的 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 ; 将 所 述 
凝聚 的 多 细胞 聚集 体 放置 在 支持 体 上 ;并 温 育 所 述 多 细胞 聚集 体 , 以 使 所 述 多 细胞 聚集 体 
凝聚 并 形成 工程 化 肝 组 织 ; 其 中 所 述 温 育 持续 约 1 小 时 至 约 30 天 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 方 
法 使 用 生物 打印 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 方法 在 使 用 时 产生 不 含 或 基本 上 不 含 预 形成 
的 支架 的 工程 化 肝 组 织 。 

[0204] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文中 还 公开 了 用 于 构建 活 的 三 维 肝 组 织 的 方法 ,该 方法 包 
插 如 下 步骤 :制备 一 个 或 多 个 包含 哺乳 动物 肝 细 胞 的 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 ; 将 所 述 一 个 或 
多 个 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 放置 在 文 持 体 上 ;将 如 下 的 一 种 或 多 种 施加 到 所 述 一 个 或 多 个 凝 
聚 的 多 细胞 聚集 体 :在 一 个 或 多 个 外 表面 上 的 第 一 种 哺乳 动物 细胞 层 ; 在 一 个 或 多 个 外 表 
面 上 的 第 三 种 哺乳 动物 细胞 层 ;以 及 温 育 所 述 一 个 或 多 个 多 细胞 聚集 体 ,以 使 多 细胞 聚集 
体 凝 聚 并 形成 组 织 ; 其 中 所 述 温 育 持续 约 1 小 时 至 约 30 天 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 使 用 
生物 打印 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 方法 产生 在 使 用 时 不 含 或 基本 上 不 含 预 形成 的 支架 
的 工程 化 肝 组 织 。 

[0205] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文中 还 公开 了 用 于 构建 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 的 方法 ,该 
方法 包括 如 下 步骤 :制备 一 个 或 多 个 包含 哺乳 动物 细胞 的 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 ; 将 所 述 一 
个 或 多 个 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 放置 在 支持 体 上 ,以 形成 如 下 的 至 少 一 种 ;至少 一 个 包含 多 
种 细胞 类 型 的 层 ,该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 形状 ,和 /或 多 个 层 ,至 
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少 一 个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 , 以 创建 层 状 几 何 形状 ;以 及 温 育 所 述 
一 个 或 多 个 多 细胞 聚集 体 , 以 使 多 细胞 聚集 体 凝 聚 并 形成 活 的 三 维 肝 组 织 构建 体 。 

[0206] ”制备 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 

[0207] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 制备 包含 一 种 或 多 种 类 型 的 哺乳 动物 细胞 的 凝聚 
的 多 细胞 聚集 体 , 其 中 至 少 一 种 细胞 组 分 代表 肝 细 胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 制备 
包含 肝 实 质 细胞 的 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 制备 进一步 包含 
非 实 质 细 胞 的 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 包括 制备 进一步 包含 一 种 
或 多 种 细胞 类 型 的 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 ,该 细胞 类 型 选 自 下 组 :内 皮 细 胞 . 星 形 细胞 、 成 纤 
维 细胞 .村 和 否 细胞 、 免 疫 细胞 .淋巴 细胞 、 癌 细胞 .携带 病毒 的 细胞 .病原 细胞 .脂肪 细胞 、 脂 
肪 形成 细胞 .平滑肌 细 胞 或 源 自 干细胞 / 祖 细 胞 的 细胞 。 

[0208] ”存在 多 种 制备 具有 本 文 所 述 特 性 的 多 细胞 聚集 体 的 方式 。 在 一 些 实施 方案 中 ,从 
含有 多 个 活 细胞 或 具有 所 需 细 胞 密度 和 粘性 的 细胞 浆 料 制造 多 细胞 聚集 体 。 在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,将 该 细胞 浆 料 成 形 为 所 需 的 形状 和 通过 成 熟 (例如 温 育 ) 形成 的 多 细胞 体 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,多 细胞 体 的 形状 由 周围 的 模具 或 框架 的 形状 确定 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
该 模具 或 框架 通过 自动 化 仪器 以 定义 的 几何 形状 制造 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,该 模具 
或 框架 由 生物 墨水 构成 并 包含 源 自 肝脏 的 细胞 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 模具 或 框架 包 
含 源 自 肝脏 的 非 实 质 细 胞 和 用 于 填充 该 框架 的 浆 料 ,并 创建 包含 实质 细胞 的 多 细胞 聚集 
体 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 多 细胞 聚集 体 基 本 是 圆柱 形 的 。 在 其 他 实施 方案 中 ,该 多 细胞 聚 
集体 是 六 边 形 的 、 正 方形 的 、 立 方形 的 、 和 矩形 的 、 多 面体 的 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,多 个 
多 细胞 聚集 体 通过 以 镶嵌 图 案 的 重复 几何 形状 制造 周围 的 模具 或 框架 并 随后 或 同时 用 细 
胞 浆 料 填充 该 模具 或 框架 而 形成 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,将 细胞 浆 料 在 受 控 环 境 中 温 育 ， 
以 使 细胞 彼此 粘 附和 /或 凝聚 ,以 形成 细 长 的 多 细胞 体 。 在 另 一 个 具体 实施 方案 中 ,通过 在 
将 细胞 保持 为 三 维 形状 的 装置 中 ,将 包括 多 个 活 细胞 的 细胞 浆 料 成 形 来 制备 多 细胞 体 。 在 
进一步 的 实施 方案 中 ,将 细胞 浆 料 在 受 控 环境 中 温 育 ,同时 将 其 保持 为 三 维 形 状 充分 的 时 
间 ,以 在 平 表面 上 产生 具有 足以 支撑 其 自身 的 凝聚 力 的 多 细胞 体 。 

[0209] ”在 各 个 实施 方案 中 ,通过 如 下 步骤 来 提供 细胞 浆 料 :1 收集 (一 种 或 多 种 细胞 类 型 
的 ) 细胞 或 细胞 聚集 体 和 生物 相 容 性 凝 胶 或 液体 ,例如 细胞 培养 基 (例如 ,以 预先 确定 的 比 
例 ) ,以 产生 细胞 悬浮 液 ; 和 2) 将 该 细胞 悬浮 液 致密 化 ,以 产生 具有 所 需 细 胞 密度 和 粘度 的 
细胞 浆 料 .在 各 个 实施 方案 中 ,通过 多 种 方法 来 实现 致密 化 ,例如 通过 将 由 细胞 培养 获得 的 
特定 细胞 悬浮 液 浓 缩 ,以 获得 细胞 浆 料 所 需 的 合意 的 细胞 浓度 (密度 ) 、 粘 度 和 稠度 ,在 具体 
的 实施 方案 中 ,将 来 自 细 胞 培养 的 相对 较 稀 的 细胞 甚 浮 液 离心 设 定 的 时 间 , 以 获得 在 能 够 
在 模具 中 成 形 的 细胞 在 沉淀 物 中 的 浓度 。 切 向 流 过 滤 (“TFF”) 是 细胞 浓缩 或 致密 化 的 另 一 
个 合适 的 方法 ,在 一 些 实施 方案 中 ,将 化 合 物 与 细胞 悬浮 液 合 并 ,以 提供 所 需 的 挤 出 性 质 。 
作为 非 限制 的 实例 ,合适 的 化 合 物 包 括 :表面 活性 剂 多 元 醇 、 胶 原 、 水 凝 胶 、. 肽 水 凝 胶 、 基 于 
氨基 酸 的 凝 胶 、Matrigel 纳米 纤维 \ 自 组 装 纳米 纤维 明胶、 纤维 蛋白 原 等 。 

[0210] ”在 一 些 实施 方案 中 ,通过 将 多 个 活 细 胞 与 组 织 培养 基 混 合并 使 活 细胞 致密 化 ( 例 
如 通过 离心 ) 来 产生 细胞 浆 料 。 任 选 地 通过 如 下 步骤 来 纳入 一 种 或 多 种 ECM 组 分 (或 ECM 组 分 
的 衍生 物 ) :将 细胞 沉淀 物 重 悬 浮 在 一 种 或 多 种 含有 ECM 组 分 (或 ECM 组 分 的 衍生 物 ) 的 生理 
学 可 接受 的 缓冲 液 中 ,并 将 所 得 细胞 悬浮 液 再 次 离心 以 形成 细胞 浆 料 。 
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[0211] ”在 一 些 实施 方案 中 ,进一步 加 工 所 需 的 细胞 浆 料 的 细胞 密度 随 着 细胞 类 型 而 改 
变 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,细胞 之 间 的 相互 作用 决定 了 细胞 浆 料 的 性 质 , 并 且 不 同 的 细胞 
类 型 在 细胞 密度 与 细胞 -细胞 相互 作用 之 间 将 具有 不 同 的 关系 ,在 更 进一步 的 实施 方案 中 ， 
在 细胞 浆 料 成 形 之 前 预 处 理 该 细胞 ,以 增加 细胞 相互 作用 .例如 ,在 一 些 情况 下 ,为 了 在 细 
胞 浆 料 成 形 之 前 增强 细胞 -细胞 相互 作用 ,在 离心 之 后 在 离心 管内 培养 细胞 。 在 一 些 实施 方 
案 中 ,该 细胞 浆 料 伴随 着 生物 打印 而 成 形 ;其 中 在 生物 打印 期 间或 之 后 ,个 体 细胞 彼此 凝聚 
以 形成 生物 墨水 。 

[0212] ”在 各 个 实施 方案 中 ,采用 多 种 方法 来 使 细胞 浆 料 成 形 。 例 如 ,在 特定 实施 方案 中 ， 
将 细胞 浆 料 手工 模 塑 或 压制 (例如 ,在 浓缩 /致密 化 之 后 ) ,以 获得 所 需 的 形状 .进一步 举例 
来 说 ,将 细胞 浆 料 吸收 ( 例 如 , 抽 吸 ) 到 仪器 如 微量 移 液 管 或 注射 器 (例如 ,毛细 吸管 或 玻璃 / 
塑料 注射 器 ) 中 ,这 使 细胞 浆 料 成 形 ,以 符合 该 仪器 的 内 表面 。 微 量 移 液 管 (例如 毛细 吸管 ) 
的 横 截面 形状 备 选 地 是 圆 形 的 、 正 方形 的 、 和 矩形 的 、 三 角形 的 或 其 他 非 贺 形 的 横 截 面 形状 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,通过 沉积 ,使 细胞 浆 料 在 预 形成 的 模具 如 塑料 模具 、 金 属 模 有 具 或 凝 胶 模 
有 具 中 成 形 。 在 一 些 实施 方案 中 ,采用 离心 浇铸 或 连续 浇铸 来 使 细胞 浆 料 成 形 。 在 一 些 实施 方 
案 中 ,该 生物 墨水 的 成 形 伴随 着 生物 打印 而 发 生 ,或 者 在 生物 打印 之 后 发 生 。 在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,作为 共 打 印 模具 的 结果 发 生生 物 墨 水 的 成 形 ;其 中 该 模具 任 选 地 通过 生物 打印 
而 沉积 ;其 中 该 模具 包含 如 下 的 一 种 或 多 种 :生物 墨水 、 进 一 步 包 含 挤 出 化 合 物 的 生物 墨 
水 、 凝 胶 、 水 凝 胶 、 合 成 聚合 物 、 糖 、 蛋 白质 或 哺乳 动物 细胞 或 其 组 合 。 在 更 进一步 的 实施 方 
案 中 ,该 共 打印 的 模具 的 一 个 或 多 个 部 分 在 生物 打印 后 被 去 除 ; 其 中 去 除 方法 选 自 如 下 的 
一 种 :物理 手段 ,用 水 性 介质 增 溶 ;化 学 处 理 ; 酶 处 理 ; 调整 温度 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,在 
制造 后 该 共 打 印 的 模具 与 组 织 保持 关联 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,在 制造 后 该 共 打 的 印 
模具 仅 细 胞 组 分 与 组 织 保持 关联 。 

[0213] ”在 一 些 实施 方案 中 ,限定 形状 的 多 细胞 聚集 体 也 适 于 建造 本 文中 所 述 的 工程 化 肝 
组 织 。 任 选 通过 多 种 方法 形成 球形 多 细胞 聚集 体 , 该 方法 包括 但 不 限于 :细胞 自 组 装 、 使 用 
模具 和 悬 滴 法 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,产生 基本 为 球形 的 多 细胞 聚集 体 的 方法 包括 以 下 
步骤 :1) 提供 具有 所 需 细 胞 密度 和 粘度 的 ,含有 多 个 预先 选择 的 细胞 或 细胞 聚集 体 的 细胞 
浆 料 ;2) 将 该 细胞 浆 料 处 理 成 圆柱 形状 ;3) 将 圆柱 体 切 割 成 相等 的 片段 ;4 任 选 地 将 该 片段 
在 旋转 摇 床 上 放置 过 夜 ;和 5) 任 选 地 经 1 小 时 到 7 天 的 时 期 使 基本 为 球形 的 多 细胞 聚集 体 成 
熟 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,通过 声波 聚焦 工艺 来 形成 多 细胞 聚集 体 。 

[0214] ”在 一 些 实施 方案 中 ,部 分 粘 附和 /或 凝聚 的 细胞 浆 料 用 于 生物 打印 ;其 中 凝聚 和 生 
物 墨 水 形成 主要 发 生 在 打印 后 。 在 其 他 实施 方案 中 ,在 生物 打印 之 前 的 第 一 步骤 中 ,使 细胞 
浆 料 成 形 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,将 细胞 浆 料 从 第 一 成 形 装置 (例如 ,毛细 吸管 ) 转移 到 人 允 
许 向 细胞 供应 营养 物 和 /或 氧 的 第 二 成 形 装置 (例如 ,模具 ) ,同时 它们 在 第 二 成 形 装置 中 保 
持 额 外 的 成 熟 时 间 。 允 许 向 细胞 供应 营养 物 和 氧 的 合适 的 成 形 装 置 的 一 个 例子 是 用 于 制造 
多 个 多 细胞 聚集 体 (例如 ,基本 相同 的 多 细胞 聚集 体 ) 的 模具 .进一步 举例 来 说 ,这 样 的 模具 
包括 由 抵抗 细胞 向 基质 中 的 迁移 或 向 内 生长 并 且 抵 抗 细胞 对 基质 的 粘着 的 材料 制 成 的 生 
物 相 容 性 基质 。 在 各 个 实施 方案 中 ,该 基质 适当 地 由 Teflon ” (PTFE) 、 不 锈 钢 、NovoGel™、 
琼脂 糖 、 聚 乙 二 醇 、 玻 璃 .金属 ,塑料 或 凝 胶 材 料 (例如 琼脂 糖 或 其 他 水 凝 胶 ) 和 类 似 的 材料 
制 成 。 在 一 些 实施 方案 中 ,还 适当 地 配置 模具 ,以 允许 向 细胞 浆 料 供应 组 织 培养 基 (例如 通 
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过 将 组 织 培养 基 分 配 到 模具 的 顶部 上 ) 。 

[0215] ”因此 ,在 使 用 第 二 成 形 装 置 的 实施 方案 中 ,将 部 分 粘 附和 /或 凝聚 的 细胞 浆 料 从 第 
一 成 形 装置 (例如 ,毛细 吸管 ) 转移 到 第 二 成 形 闭 置 (例如 ,模具 ) .在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
将 部 分 粘 附 和 /或 凝聚 的 细胞 浆 料 由 第 一 成 形 装置 \ 例 如 ,毛细 吸管 ) 转移 到 模具 的 凹 槽 中 。 
在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,在 成 熟 期 (其 中 模具 与 保留 于 其 中 的 细胞 浆 料 一 起 在 受 控 环 境 
中 温 育 ,以 使 细胞 浆 料 中 的 细胞 进一步 彼此 粘 附 和 /或 凝聚 ,以 形成 多 细胞 聚集 体 ) 之 后 , 细 
胞 的 凝聚 力 将 足够 强大 ,从 而 允许 用 工具 (例如 ,毛细 吸管 ) 拾取 所 得 的 多 细胞 聚集 体 。 在 更 
进一步 的 实施 方案 中 ,该 毛细 吸管 适宜 地 是 生物 打印 机 或 类 似 装 置 的 打印 头 的 一 部 分 ,其 
可 以 操作 ,以 自动 地 将 多 细胞 聚集 体 放置 在 三 维 构建 体 中 。 

[0216] 在 一 些 实施 方案 中 ,多 细胞 聚集 体 的 横 截 面 形状 和 尺寸 基本 对 应 于 第 一 成 形 装置 
和 任 选 的 用 于 制备 该 多 细胞 聚集 体 的 第 二 成 形 装 置 的 横 截 面 形状 和 尺寸 ,并 且 本 领域 技术 
人 员 将 能 够 选择 具有 适当 横 截 面 形状 、 横 截面 积 \ 直径 和 长 度 的 适当 的 成 形 装置 ,其 适合 于 
产生 具有 以 上 讨论 的 模 截面 形状 、 横 截面 积 、 直 径 和 长 度 的 多 细胞 聚集 体 。 

[0217] “将 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 放 置 在 支持 体 上 

[0218] ”许多 方法 适合 于 将 多 细胞 聚集 体 放置 在 支持 体 上 ,以 生产 所 需 的 三 维 结构 。 例 如 ， 
在 一 些 实施 方案 中 ,将 该 多 细胞 诊 集 体 人 工 放 置 而 使 其 彼此 接触 ,通过 从 移 液 管 、 虹 嘴 或 喷 
针 挤 出 而 沉积 在 适当 的 位 置 , 或 者 通过 自动 的 计算 机 辅助 装置 (例如 生物 打印 机 ) 来 安置 。 
[0219] ”如 本 文 所 述 , 在 各 个 实施 方案 中 ,多 细胞 聚集 体 具有 许多 合适 的 形状 和 尺寸 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,多 细胞 聚集 体 是 细 长 的 ,具有 数 种 合适 的 横 截 面 形 状 中 的 任 一 种 ,作为 非 限 
制 性 的 实例 ,包括 贺 形 、 椭 圆 形 、 正 方形 、 三 角形 、 多 边 形 和 不 规则 形状 .在 进一步 的 实施 方 
案 中 ,多 细胞 聚集 体 是 细 长 的 ,并 且 是 圆柱 体 的 形式 。 在 一 些 实施 方案 中 , 细 长 的 多 细胞 聚 
集体 具有 类 似 的 长 度 和 /或 直径 。 在 其 他 实施 方案 中 , 细 长 的 多 细胞 聚集 体 具有 不 同 的 长 度 
和 /或 直径 。 在 一 些 实 施 方 案 中 ,多 细胞 聚集 体 基 本 上 是 球形 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,工程 化 
的 肝 组 织 包括 基本 为 球形 的 多 细胞 聚集 体 ,其 尺寸 基本 上 是 类 似 的 ,在 其 他 实施 方案 中 , 工 
程 化 的 肝 组 织 包 括 基 本 为 球形 的 多 细胞 聚集 体 ,其 具有 不 同 的 尺寸 .在 一 些 实施 方案 中 ,不 
同形 状 和 尺寸 的 工程 化 肝 组 织 是 通过 布置 各 种 形状 和 尺寸 的 多 细胞 体 而 形成 的 。 

[0220] 在 一 些 实施 方案 中 ,将 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 放置 在 支持 体 上 ,在 各 个 实施 方案 中 ， 
该 支持 体 是 任何 合适 的 生物 相 容 性 表面 .在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,作为 非 限制 性 的 实例 ， 
合适 的 生物 相 容 性 表面 包括 聚合 材料 多孔 膜 、. 塑 料 、 玻 璃 .金属 ,水 凝 胶 及 其 组 合 。 在 一 些 
实施 方案 中 ,该 支持 体 用 生物 相 容 性 物质 涂 覆 ,作为 非 限制 性 的 实例 ,该 生物 相 容 性 物质 包 
括 水 凝 胶 、 蛋 白质 化 学 品 ` 肽 、 抗 体 ` 生 长 因子 或 它们 的 组 合 。 在 一 个 实施 方案 中 ,该 文 持 体 
涂 覆 有 NovoGel“。 在 另 一 个 实施 方案 中 ,该 支持 体 涂 覆 有 琼脂 糖 。 在 一 个 实施 方案 中 ,该 凝 
聚 的 多 细胞 聚集 体 被 放置 在 生物 相 容 性 多 孔 容 器 的 孔 中 。 

[0221] 在 一 些 实施 方案 中 ,一 旦 完成 对 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 的 放置 ,就 将 组 织 培 养 基 倒 
在 该 构建 体 的 项 部 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,组 织 培养 基 进 入 多 细胞 体 之 间 的 空间 ,以 支持 
多 细胞 体 中 的 细胞 。 

L0222] ”施加 第 一 细胞 类 型 的 层 和 /或 第 二 细胞 类 型 的 层 

[0223] ”许多 方法 适合 于 将 一 个 或 多 个 细胞 层 施加 到 该 凝聚 的 哺乳 动物 细胞 结构 的 一 个 
或 多 个 外 表面 上 。 例 如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,施加 细胞 层 包 括 :用 细胞 的 晤 浮 液 、 片 \ 单 层 或 
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融合 的 聚集 体 来 涂 履 所 述 凝 聚 的 多 细胞 集合 体 的 一 个 或 多 个 表面 。 在 各 个 实施 方案 中 , 涂 
履 该 凝聚 的 哺乳 动物 细胞 构建 体 的 1、.2、3、4 或 更 多 个 表面 。 

[0224] ”在 一 些 实施 方案 中 ,施加 细胞 层 包 括 : 生 物 打印 融合 的 多 细胞 聚集 体 的 附加 层 。 在 
其 他 实施 方案 中 ,施加 细胞 层 包 括 :生物 打印 .喷雾 或 墨水 喷射 细胞 的 溶液 .悬浮 液 或 液态 
浓缩 物 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,合适 的 细胞 悬浮 液 包含 约 1 x 10' 至 约 1 x 10" 个 细胞 /41。 
在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,合适 的 细胞 悬浮 液 包 含 约 1 x 10? 至 约 1.5x10? 个 细胞 ju]l 。 在 进 
一 步 的 实施 方案 中 ,施加 细胞 层 包 括 : 将 细胞 的 基 浮 液 以 空间 分 布 小 滴 的 形式 直接 分 配 到 
该 凝聚 的 哺乳 动物 细胞 结构 的 一 个 或 多 个 表面 上 。 在 更 进一步 的 实施 方案 中 ,施加 细胞 层 
包括 :将 细胞 的 悬浮 液 以 喷雾 的 形式 直接 分 配 到 该 凝聚 的 哺乳 动物 细胞 结构 的 一 个 或 多 个 
表面 上 。 在 各 个 实施 方案 中 ,在 构建 过 程 中 的 任何 合适 的 时 间 施 加 细胞 层 。 在 一 些 实施 方案 
中 ,在 生物 打印 之 后 立即 (例如 ,最 多 10 分 钟 ) 将 一 个 或 多 个 细胞 层 施 加 到 凝聚 的 哺乳 动物 
细胞 构建 体 的 一 个 或 多 个 外 表面 上 。 在 其 他 实施 方案 中 ,在 生物 打印 之 后 (例如 ,10 分 钟 之 
后 ) ,施加 一 个 或 多 个 层 。 在 另外 的 其 他 实施 方案 中 ,在 该 结构 成 熟 期 间 ,施加 一 个 或 多 个 
层 。 

[0225] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 进一步 包括 在 支持 体 上 培养 细胞 层 的 步骤 ,在 这 样 的 
实施 方案 中 ,在 某 些 情况 下 ,施加 细胞 层 包括 :将 工程 化 肝 组 织 构 建 体 的 一 个 或 多 个 表面 放 
置 为 与 制备 的 细胞 培养 基 直 接 接 触 , 在 进一步 的 实施 方案 中 ,该 构建 体 被 直接 生物 打印 在 
细胞 的 培养 层 上 或 细胞 单 层 上 ,在 生物 相 容 性 支持 体 上 的 任何 类 型 的 培养 细胞 层 是 合适 
的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,将 多 细胞 聚集 体 生 物 打印 到 内 皮 细 胞 层 上 ,在 其 他 的 实施 方案 中 ， 
将 多 细胞 聚集 体 生 物 打印 到 非 实质 细胞 层 上 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,细胞 层 与 该 生物 打 
印 构建 体 的 多 细胞 聚集 体 粘 附和 /或 凝聚 。 在 一 些 实施 方案 中 ,多 层 结构 的 每 个 层 都 是 生物 
打印 的 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,个 体 层 包括 可 变形 式 的 生物 墨水 ,包括 但 不 限于 :凝聚 的 
细胞 聚集 体 、 细 胞 浆 料 .与 挤 出 化 合 物 或 其 他 添加 剂 组 合 的 细胞 浆 料 、 细 胞 单 层 和 细胞 片 。 
[0226] ”用 于 制造 区 室 化 组 织 的 共 打 印 的 模具 

[0227] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 包括 制备 一 种 或 多 种 包含 非 实质 细胞 的 生物 墨水 ; 
制备 一 种 或 多 种 包含 实质 细胞 如 肝 细 胞 或 肝 细 胞 样 细胞 的 生物 墨水 ;将 该 生物 墨水 沉积 到 
支持 体 上 ;并 温 育 该 沉积 的 生物 墨水 持续 约 1 小 时 到 约 30 天 ,以 形成 包含 至 少 一 个 区 室 的 活 
的 三 维 肝 组 织 构建 体 ,该 区 室 包 含 由 包含 非 实 质 细 胞 的 边 部 限制 的 包含 实质 细胞 的 内 部 。 
[0228] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 包括 制备 一 个 或 多 个 包含 哺乳 动物 肝 细 胞 的 凝聚 的 
多 细胞 聚集 体 ; 将 该 一 个 或 多 个 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 放置 在 文 持 体 上 ,以 形成 如 下 的 至 少 
一 种 :至 少 一 个 包含 多 种 细胞 类 型 的 层 , 该 细胞 类 型 相对 于 彼此 空间 排列 ,以 创建 平面 几何 
形状 ;和 多 个 层 , 至 少 一 个 层 在 组 成 上 或 结构 上 与 至 少 一 个 其 他 层 不 同 ,以 创建 层 状 几何 形 
状 ;并 温 育 所 述 一 个 或 多 个 多 细胞 聚集 体 持续 约 1 小 时 至 约 30 天 ,以 使 其 凝聚 并 形成 活 的 三 
维 肝 组 织 构建 体 。 

[0229] 参照 图 2, 在 特定 的 实施 方案 中 ,生物 打印 了 含有 HepaR6 细 胞 的 肝 构 建 体 , 使 其 成 
熟 并 进行 生物 化 学 表征 .首先 ,用 含有 内 皮 细 胞 和 肝 星 形 细胞 的 生物 墨水 打印 具有 4mm X 
4mm X lmm 尺 寸 的 周 界 盒 。 其 次 ,将 HepRG 细 胞 沉积 在 周 界 盒 的 中 央 。 随 后 在 37C 下 成 熟 96 小 
时 。 第 三 ,在 打印 后 20 小 时 观察 生物 打印 的 构建 体 的 融合 。 在 此 实施 方案 中 ,生物 打印 的 肝 
构建 体 是 代谢 活性 的 ,其 在 96 小 时 时 产生 白 蛋 白 和 胆固醇 。 
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[0230] ”参照 图 3 ,在 特定 的 实施 方案 中 ,采用 各 自由 挤 出 化 合 物 制 成 的 非 实 质 细 胞 边 部 和 
实质 细胞 填充 物 生 物 打 印 了 肝 构 建 体 。 
[0231] ”参照 图 4, 在 特定 的 实施 方案 中 ,采用 包含 内 皮 细 胞 和 肝 星 形 细胞 的 边 部 包含 初 


级 肝 细胞 的 填充 物 和 作为 空间 分 散 的 球状 体 引 入 的 第 三 组 成 成 分 "包括 在 填充 物 内 的 内 皮 
细胞 和 肝 星 形 细 胞 ) 生物 打印 了 肝 构 建 体 。 


[0232] 参照 图 5, 在 特定 的 实施 方案 中 ,采用 由 不 含 细胞 的 材料 制造 的 共 模 具 生 物 打印 了 
肝 构 建 体 ,该 材料 在 水 性 介质 (例如 ,PF-127) 中 溶解 , 仅 留 下 填充 物 并 建立 负 空 间 。 

L0233] ”参照 图 6, 在 特定 的 实施 方案 中 ,采用 由 封装 在 水 溶性 挤 出 化 合 物 (例如 ,PF-127) 
中 的 多 种 肝 细 胞 类 型 组 成 、 用 以 形成 镶 骨 功能 单元 图 案 的 生物 加 水 ,使 用 连续 沉积 技术 生 
物 打印 了 肝 构 建 体 。 

[0234] ”参照 图 8, 在 特定 的 实施 方案 中 ,采用 不 含有 用 于 使 多 细胞 聚集 体 成 型 为 六 边 形 的 


细胞 的 共 打印 的 模具 生物 打印 了 区 室 化 的 肝 构 建 体 . 在 此 实施 方案 中 ,该 无 细胞 材料 在 使 
用 时 消失 以 产生 无 支架 的 组 织 。 


L0235] ”参照 图 10, 在 特定 的 实施 方案 中 ,采用 用 作 填 充 有 HepG2 细 胞 的 边 部 的 共 模 上 共生 物 
打印 了 区 室 化 的 肝 构 建 体 。 

[0236] ”参照 图 11 ,在 特定 的 实施 方案 中 ,含有 细胞 的 共 打印 的 模具 被 生物 打印 为 边 部 ,在 
该 边 部 中 实质 细胞 用 作 填 充 物 ,在 这 种 情况 下 ,为 HepG2 细 胞 。 

[0237] “参照 图 12 ,在 特定 的 实施 方案 中 ,使 用 非 实质 细胞 边 部 和 实质 细胞 填充 物 生物 打 


印 了 区 室 化 的 肝 构 建 体 ,以 实现 高 的 、 类 似 组 织 的 密度 。 

[0238] 温 育 多 细胞 聚集 体 

[0239] ”在 一 些 实施 方案 中 , 温 育 多 细胞 聚集 体 。 在 进一步 的 实施 方案 中 , 温 育 允许 多 细胞 
聚集 体 粘 附和 /或 凝聚 以 形成 组 织 ,例如 肝 组 织 。 在 一 些 实施 方案 中 ,在 细胞 培养 环境 ( 例 
如 ,培养 亚 、 细 胞 培养 瓶 、. 生 物 反 应 器 等 ) 中 ,多 细胞 聚集 体 凝 聚 以 形成 组 织 。 在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,在 具有 适合 于 促进 包括 在 多 细胞 聚集 体 中 的 细胞 类 型 生长 的 条 件 的 环境 中 ,多 
细胞 聚集 体 凝 聚 以 形成 组 织 。 在 一 个 实施 方案 中 ,在 约 37C 下 ,在 含有 约 5%C0: 的 湿润 气氛 
中 ,在 含有 促进 粘 附 和 /或 凝聚 的 因子 和 /或 离子 的 细胞 培养 基 的 存在 下 , 温 育 多 细胞 聚集 
体 ,在 其 他 实施 方案 中 ,将 该 多 细胞 聚集 体 保持 在 含有 0.1% 至 21%02 的 环境 中 。 

[0240] ”在 各 个 实施 方案 中 , 温 育 具 有 任何 合适 的 持续 时 间 , 在 进一步 的 各 个 实施 方案 中 ， 
温 育 具 有 约 20、30、40、50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、160、170、180 或 更 多 分 
钟 的 持续 时 间 , 包 括 其 间 的 任何 量 。 在 进一步 的 各 个 实施 方案 中 , 温 育 具 有 约 1、2、3、4、5、6、 
7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、36、48 或 更 多 小 时 的 持续 时 间 ， 
包括 其 间 的 任何 量 ,在 进一步 的 各 个 实施 方案 中 , 温 育 具 有 约 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、 
12、13、14、15、16、17、18、19、20 或 更 多 天 的 持续 时 间 , 包 括 其 间 的 任何 量 。 有 几 种 因素 影响 
多 细胞 聚集 体 凝 聚 以 形成 组 织 所 需 的 时 间 ,作为 非 限 制 性 的 实例 ,包括 细胞 类 型 、 细 胞 类 型 
的 比例 、 培 养 条 件 和 添加 剂 如 生长 因子 的 存在 。 

[0241] ”用 于 增加 工程 化 组 织 存活 力 的 额外 步 又 

[0242] ”在 一 些 实施 方案 中 , 该 方法 进一步 包括 增加 工程 化 组 织 的 存活 力 的 步骤 。 在 进 一 
步 的 实施 方案 中 ,这些 步 又 包括 :通过 限制 材料 的 暂时 或 半 永 和 久 性 的 网 格 ,提供 该 组 织 与 营 
养 培养 基 之 间 的 直接 接触 。 在 一 些 实施 方案 中 ,该 组 织 被 束缚 在 多 孔 或 间隙 材料 中 。 该 工程 
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化 组 织 的 至 少 一 些 细胞 直接 接近 营养 物 增加 了 该 工程 化 组 织 的 存活 力 。 

[0243] ”在 进一步 的 实施 方案 中 ,用 于 增加 工程 化 组 织 的 存活 力 的 额外 和 任 选 的 步骤 包 
括 :1) 任 选 地 在 放置 凝聚 的 多 细胞 聚集 体 之 前 ,分 配 限 制 材料 的 基底 层 ;2) 任 选 地 分 配 限制 
材料 的 周 界 ;3) 在 限定 的 几何 形状 内 生物 打印 该 组 织 的 细胞 ; 和 4) 分 配 限制 材料 的 细 长 体 
(例如 ,圆柱 体 、 带 状 体 等 ) ,按照 图 案 履 盖 初 生 组 织 , 该 图 案 在 限制 材料 中 引入 间隙 ,例如 网 
格 、 网 孔 或 格子 。 

[0244] ”许多 限制 材料 适合 用 于 本 文 描述 的 方法 中 。 在 一 些 实施 方案 中 ,水 凝 胶 是 示例 性 
的 限制 材料 ,其 具有 一 种 或 多 种 有 利 的 性 质 ,包括 : 非 附 着 的 、 生 物 相 容 的 、 可 挤 出 的 ` 可 生 
物 打印 的 、 非 细胞 的 .具有 合适 的 强度 以 及 不 溶 于 水 性 条 件 , 在 一 些 实施 方案 中 ,适宜 的 水 
凝 胶 是 天 然 聚合 物 。 在 一 个 实施 方案 中 ,该 限制 材料 由 NovoGel7 组 成 。 在 进一步 的 实施 方案 
中 ,合适 的 水 凝 胶 包 括 衍生 自 表 面 活性 剂 多 元 醇 的 水 凝 胶 如 Pluronic F-127、 胶 原 、. 透 明 质 
酸 盐 .纤维 蛋白、 洛 酸 盐 、 琼 脂 糖 ` 壳 聚 糖 、 明 胶 和 它们 的 衍生 物 或 组 合 。 在 其 他 实施 方案 中 ， 
合适 的 水 凝 胶 是 合成 聚合 物 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ,合适 的 水 凝 胶 包 括 衍生 自 聚 (丙烯 
酸 ) 或 其 衍生 物 、 聚 ( 环 氧 乙 烷 ) 及 其 共聚 物 、 聚 (乙烯 醇 ) . 聚 磷 且 及 其 组 合 的 那些 水 凝 胶 。 在 
各 个 具体 实施 方案 中 ,该 限制 材料 选 自 :水 凝 胶 \.NovoGel 琼脂 糖 、 藻 酸 盐 、 明 胶 、 
Matrigel 必 透明 质 酸 、 泊 洛 沙 姆 , 肽 水 凝 胶 、 聚 ( 异 丙 基 正 聚 丙烯 酰胺 ) . 聚 乙 二 醇 二 丙烯 酸 
酯 (PEG-DA) 、 甲 基 丙 烯 酸 羟 乙 酯 . 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 、 聚 丙烯 酰胺 、 聚 (乳酸 ) 、 硅 、 丝 和 它们 的 
组 合 。 

[0245] ”在 一 些 实施 方案 中 , 禾 盖 图 案 的 间隙 均匀 地 或 基本 均匀 地 围绕 组 织 的 表面 分 布 。 
在 其 他 实施 方案 中 ,该 间隙 不 均匀 地 分 布 ,从 而 使 组 织 的 细胞 不 均匀 地 暴露 于 营养 物 。 在 不 
均匀 的 实施 方案 中 , 任 选 地 利用 对 营养 物 的 差异 获取 来 影响 组 织 的 一 种 或 多 种 性 质 。 例 如 ， 
在 某 些 情况 下 ,理想 的 是 在 生物 打印 的 组 织 的 一 个 表面 上 的 细胞 比 在 该 生物 打印 的 组 织 的 
另 一 表面 上 的 细胞 增殖 更 快 。 在 一 些 实施 方案 中 , 任 选 地 在 不 同 的 时 间 改 变 该 组 织 的 各 个 
部 分 对 营养 物 的 暴露 ,以 影响 该 组 织 向 期 望 的 终点 的 发 育 。 
[0246] ”在 一 些 实施 方案 中 ,在 任何 合适 的 时 间 除 去 限制 材料 ,包括 但 不 限于 :生物 打印 之 
后 立即 (例如 ,在 10 分 钟 内 ) 、 在 生物 打印 之 后 (例如 ,10 分 钟 后 ) .在 细胞 基本 上 彼此 凝聚 之 
前 、 在 细胞 基本 上 彼此 凝聚 之 后 、 在 细胞 产生 细胞 外 基质 之 前 、 在 细胞 产生 细胞 外 基质 之 
后 、 恰 在 使 用 之 前 ,等 等 在 各 个 实施 方案 中 ,通过 任何 合适 的 方法 除去 限制 材料 .例如 ,在 
一 些 实施 方案 中 ,将 限制 材料 切除 、 从 细胞 上 扯 下 、 消 化 或 溶解 。 

[0247] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 进一步 包括 使 工程 化 肝 组 织 在 一 个 或 多 个 侧面 上 经 受 
日 流体 流动 搅动 或 对 流 性 再 循环 引起 的 剪 切 力 的 步 又 。 

[0248] ”生物 学 性 质 

[0249] ”本文 所 述 的 生物 打印 的 肝 组 织 包含 类 似 人 体 组 织 的 多 细胞 结构 。 像 天 然 肝 组 织 一 
样 ,生物 打印 的 肝 组 织 包含 在 特定 区 域 富 集 的 特定 的 细胞 类 型 (例如 , 肝 星 形 细胞 、 肝 细胞 、 
内 皮 细 胞 等 ) ,从 而 产生 图 案 化 的 区 室 化 的 结构 。 

[0250] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 打印 的 肝 组 织 包 含 天 然 肝 脏 的 重要 特征 , 包 
括 高 细胞 密度 ,和 ECM` 脂 质 和 糖 原 的 产生 .。 见 图 21。 在 一 些 实施 方案 中 ,本文 所 述 的 生物 打 
印 的 肝 组 织 具 有 至少 30% 的 细胞 密度 ,在 各 个 进一步 的 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 打印 
的 肝 组 织 具 有 至 少 40%、 至 少 50%、 至 少 60% 、 至 少 70%、 至 少 80% 或 至 少 90% 的 细胞 密度 。 


一 


LDL 


41 


CN 105209605 B 说 明 39/47 页 


在 各 个 进一步 的 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 打印 的 肝 组 织 具 有 约 30%% 、 釣 40% 、 釣 50% 、 
约 60%、 约 70%、 约 80% 或 约 90% 的 细胞 密度 。 

[0251] ”在 一 些 实施 方案 中 ,三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 包含 组 织 学 特征 ,如 紧密 连接 、 至 少 一 
些 静 止 肝 星 形 细胞 的 保持 和 微血管 结构 的 发 展 , 在 一 些 实施 方案 中 ,三 维 生 物 打印 的 肝 组 
织 包括 在 初始 制造 后 良好 持续 的 区 室 化 ,例如 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,三 维 生 物 打印 的 肝 
组 织 包括 持续 至 少 7 天 、 至 少 10 天 、 至 少 20 天 、 至 少 30 天 或 至 少 40 天 的 区 室 化 ,在 各 个 进一步 
的 实施 方案 中 ,三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 包括 持续 约 7 天 、 约 10 天 、 约 20 天 、 约 30 天 或 约 40 天 的 
区 室 化 。 

[0252] ”在 一 些 实施 方案 中 ,制造 后 可 以 确定 被 非 实 质 “ 间 质 ” 围 绕 的 肝 细 胞 区 域 。 见 图 22。 
出 平 意料 的 是 ,该 生物 打印 的 肝 组 织 显示 出 明显 的 自 组 织 成 小 叶 型 结构 ,这 非常 接近 地 模 
拟 了 天 然 肝 脏 。 观 察 到 的 结构 支持 功能 和 活力 超过 40 天 ,从 而 使 得 能 够 长 期 测试 ,例如 , 低 
剂量 .重复 暴露 和 慢性 病理 学 状况 。 

[0253] ”在 一 些 实施 方案 中 ,在 本 文 所 述 的 三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 中 , 肝 特 异性 的 功能 维 
持 超 过 7、10、20、30 或 40 天 ,例如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 生物 打印 的 肝 组 织 显示 出 
直至 6 周 (42 天 ) 的 白 蛋 白 的 连续 产生 , 远 超过 了 所 发 表 的 传统 二 维 技术 中 初级 肝 细 胞 的 时 
间 进 程 , 见 图 23。 生 物 打印 的 肝 组 织 还 显示 出 其 他 肝 细 胞 因子 如 胆固醇 的 持续 产生 。 见 图 
D3 
[0254] ”三 维 生 物 打印 的 人 肝 组 织 展现 出 在 现 有 二 维 方法 中 无 法 实现 的 其 他 相关 代谢 物 
(包括 转 铁 蛋白 和 纤维 蛋白 原 ) 的 产生 。 见 图 24。 在 一 些 实施 方案 中 ,三 维 生 物 打印 的 人 肝 还 
展现 出 胆 小 管 形成 的 标志 物 。 见 图 25。 

[0255] ”在 一 些 实施 方案 中 , 相 比 于 在 数 天 后 失去 功能 的 三 维 初级 肝 细 胞 ,本 文 所 述 的 生 
物 打 印 的 三 维 肝 组 织 构建 体 显 示 出 活性 CYP3A4 酶 的 持续 可 诱导 性 ,其 中 该 可 诱导 性 被 维 拉 
帕 米 抑制 , 见 图 26, 在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 显示 出 对 已 知 肝 
毒物 的 类 似 天 然 的 响应 ,该 毒物 包括 双 氧 芬 酸 、 曲 伐 沙 星 和 甲 氨 蝶 叭 。 见 图 27-29。 在 一 些 实 
施 方案 中 ,本 文 所 述 的 三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 显 示 出 对 生理 学 相关 分 子 如 维生素 D 的 类 似 
天 然 的 响应 。 见 图 30。 
[0256] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 三 维 人 肝 组 织 用 实质 细胞 ( 肝 细 胞 ) 和 非 实 质 细 胞 
区 域 (内 皮 细 胞 (EC) 和 肝 星 形 细 胞 (hs0) ) 图 案 化 ,在 进一步 的 实施 方案 中 ,作为 初级 肝 细 胞 
的 蔡 代 ,图 案 化 的 三 维 肝 组 织 包括 iPSC 和 衍生 的 肝 细 胞 样 细 胞 (iPSC-HC) (如 iCell 肝 细胞 ， 
Cellular Dynamics Inc.) 。iPSC 的 使 用 允许 开发 患者 特异 性 和 /或 疾病 特异 性 体外 系统 ， 
并 可 以 提供 产生 难以 分 离 或 繁殖 的 细胞 的 手段 。 

[0257] ”实施 例 

[0258] ”下 述 具 体 实 施 例 应 理解 为 仅 是 说 明 性 的 ,而 不 以 任何 方式 对 公开 内 容 的 其 他 部 分 
进行 限制 。 
[0259] ”实施 例 1- 利 用 连续 沉积 和 锐 骨 功能 单元 结构 生物 打印 的 肝 组 织 
[0260] 使用 NovoGen MMX Bioprinter"(Organovo,Inc.,San Diego,CA) ,利用 连续 沉积 
机 理 来 生物 打印 工程 化 的 肝 组 织 。 该 肝 组 织 的 三 维 结构 是 基于 重复 功能 单元 ,在 这 种 情况 
下 是 六 边 形 。 该 生物 墨水 由 包 封 在 挤 出 化 合 物 (表面 活性 剂 多 元 醇 -PF-127) 中 的 肝 星 形 细 
胞 和 内 皮 细 胞 组 成 。 
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[0261] 30%PEF-127 的 制 各 

[0262] 利用 PBS 制 知 30%PF-127 溶 液 (w/w) 。 利 用 保持 在 4'C 下 的 磁力 搅拌 板 , 将 PF-127 粉 
末 与 冷却 的 PBS 混 合 ,完全 溶解 发 生 在 大 约 48 小 时 内 。 

[0263] ”细胞 制备 和 生物 打印 

[0264] 将 由 82% 肝 星 形 细胞 (SC) 和 18% 人 主动 脉 内 皮 细 胞 (HAEC) 和 人 成 体 皮 肤 成 纤维 
细胞 (HDFa) 组 成 的 细胞 悬浮 液 分 到 15mL 管 中 , 以 便 在 离心 后 获得 三 个 细胞 浓度 :50x105 个 
细胞 /ml、100x10" 个 细胞 /mL 和 200x10" 个 细胞 /ml 。 将 每 个 细胞 沉淀 物 重 悬 浮 于 30%PF-127 
中 ,并 抽 吸 到 生物 打印 机 使 用 的 3cc 储 库 中 。 采 用 510nm 分 配 末端 ,将 包 封 的 细胞 生物 打印 到 
PDMS 底 板 上 成 为 单一 六 边 形 (参见 图 6A) 或 六 边 形 镶 典 结 构 (参见 图 6B) 。 每 个 构建 体 接纳 大 
约 200aL 的 培养 基 ,并 在 室温 下 温 育 20 分 钟 ,以 评价 构建 体 的 完整 性 。 

[0265] ”多 层 生 物 打印 

[0266] “对 于 六 边 形 镶 骨 实 验 ,生物 打印 高 达 (4 个 ) 连续 层 ,结果 形成 具有 更 多 细胞 材料 存 
在 的 更 高 结构 。 制 作 后 ,每 个 构建 体 最 初 接纳 大 约 2000L 的 完全 培养 基 , 以 评价 构建 体 的 完 
整 性 ,将 构建 体 在 室温 下 温 育 20 分 钟 ,之 后 浸入 到 20mL 的 完全 培养 基 中 。 

[0267] ”结果 
[0268] ”在 含有 10% 胎 牛 血清 的 生长 培养 基 ( 它 溶解 PF127) 中 培养 18 小 时 后 ,在 生物 打印 
的 几何 形状 内 含有 的 细胞 彼此 凝聚 ,足以 产生 组 织 的 完整 的 组 织 邻 接 片 ,其 保持 了 原始 设 
计 的 几何 图 案 (参见 图 6D) .图 7 中 所 示 的 是 :在 10% 中 性 缓冲 福 尔 马 林 中 国定 后 ,镶嵌 构建 
体 的 单个 节 段 的 H&E 染色 。 发 现 细胞 是 活 的 、 完 整 的 ,并 且 局 限于 它们 原始 打印 的 几何 形状 。 
[0269] ”实施 例 2- 强 制 层 化 

[0270] ”以 圆柱 形 生 物 墨 水 或 细胞 巧 序 液 的 形式 在 Pluronic F-127 (Lutrol ,BASP) 中 制备 
用 于 生物 打印 的 细胞 群体 ( 均 质 的 或 异 质 的 ) 。 简 言 之 ,对 于 生物 墨水 的 制备 ,利用 重组 人 类 
胰 和 蛋白 酶 (75ng/mL,Roche) 或 0.05% 胰 和 蛋白 酶 (Invitrogen) ,从 标准 的 组 织 培养 塑料 中 各 
放出 细胞 ,在 酶 释放 之 后 ,将 细胞 洗涤 、 收 集 、 计 数 并 以 期 望 的 比例 ( 即 ,50:50 的 肝 星 形 细胞 
(hSC) :内 皮 细 胞 EC) ) 组 合 ,并 通过 离心 进行 沉淀 ,然后 ,从 细胞 沉淀 物 中 除去 上 清 液 ,并 将 
细胞 混合 物 吸 入 至 所 需 直径 (内 径 一 般 为 500nm 或 250nm) 的 玻璃 微 毛 细 管 中 。 随 后 将 这 个 圆 
柱 形 细胞 制备 物 挤 出 至 模具 中 ,该 模具 由 具有 用 于 生物 墨水 成 熟 的 孔道 的 非 细胞 粘着 水 凝 
胶 材 料 形成 ,随后 ,将 所 得 生物 墨水 圆柱 体 在 完全 细胞 培养 基 中 培养 赁 经 验 确定 的 时 间 ,一 
般 为 2 至 24 小 时 。 

[0271] ” 简 言 之 ,对 于 水 凝 胶 细 胞 悬浮 液 的 制备 ,利用 本 文中 描述 的 任何 一 种 酶 介 导 的 方 
案 , 将 细胞 从 标准 细胞 培养 容器 中 释放 出 来 .随后 ,将 释放 的 细胞 用 含有 血清 的 培养 基 洗 
涤 收集、 计数 并 离心 ,以 形成 致密 的 细胞 沉淀 物 。 从 所 得 细胞 颗粒 中 除去 上 清 液 , 随 后 以 50 
至 200x 10 个 细胞 /mL 的 浓度 (10-300 x 10 个 细胞 /mL 的 范围 ) ,将 细胞 再 悬浮 于 冷 的 PF- 
127 (4 で ) 中 ,然后 ,使 用 NovoGen MMX Bioprinter" 生 物 打 印 机 (0rganovo,Inc.,San 
Diego,CA) ,将 该 细胞 悬浮 液 吸 入 注射 器 中 。 

[0272] ”随后 ,利用 生物 打印 机 来 完成 具有 强制 的 细胞 图 案 化 、 层 化 或 取向 的 组 织 构建 体 
的 制作 。 用 圆柱 形 生物 墨水 、 在 水 溶性 凝 股 中 的 细胞 悬浮 液 或 它们 的 组 合 , 来 进行 三 维 组 织 
构建 体 的 生物 打印 ,为 了 获得 限定 的 细胞 图 案 或 层 化 ,相关 细胞 群体 的 组 合 被 包含 在 生物 
墨水 或 细胞 悬浮 液 制备 中 ,然后 以 使 负载 细胞 溶液 的 凝 胶 材 料 溶 解 的 方式 ,来 进行 生物 打 
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印 ,从 而 在 沉积 的 生物 墨水 周围 产生 限定 的 细胞 层 化 (参见 图 13) 。 也 可 以 通过 利用 和 并 入 
限定 的 、 离 散 的 细胞 群体 (例如 ,hSC 和 EC) 来 获得 细胞 图 案 化 、 组 织 或 层 化 ,这 导致 在 生物 打 
印 的 组 织 内 形成 细胞 和 细胞 结构 的 可 预测 且 可 重复 的 组 织 (参见 图 14) 。 

[0273] ”在 一 些 试验 中 ,在 成 熟 或 培养 期 之 后 ,观察 在 生物 打印 的 新 组 织 中 最 终 的 细胞 组 
织 结构 .将 构建 体 维持 在 标准 实验 室 培 养 箱 中 (37°C ,补充 有 5%C02 的 加 湿 室 ) ,并 随 着 时 间 
变化 来 评价 。 

[0274] ”结果 

[0275] ”利用 生物 打印 实现 细胞 图 案 化 、 层 化 或 布置 .通过 含有 异 质 的 ( 即 : 多 型 的 ) 细胞 群 
体 的 生物 墨水 的 生物 打印 ,或 者 通过 将 生物 墨水 ( 均 质 的 或 异 质 的 细胞 群体 ) 与 高 密度 细胞 
凝 胶 或 细胞 悬浮 液 结合 ,观察 不 同 的 细胞 组 织 结 构 。 这 些 新 组 织 构 建 体 在 加 湿 室 (培养 箱 ) 
中 的 成 熟 , 导 致 进一步 在 这 些 生物 打印 的 新 组 织 中 建立 不 同 的 细胞 布置 、 结 构 和 /或 分 离 。 
[0276] ”例如 ,在 包括 HepG2 细 胞 的 生物 打印 的 生物 墨水 上 装载 PF-127 的 EC:hSC 生 物 打 印 ， 
导致 具有 不 同 细 胞 群体 和 离散 组 织 形态 的 构建 体 的 不 同 层 的 建立 。 在 含有 hSC 和 EC 的 生物 
墨水 构建 体 的 情况 下 ,在 完全 培养 基 中 成 长 超过 3 天 的 生物 打印 构建 体 ,被 发 现在 该 构建 体 
核心 中 的 外 围 和 组 织 微 管 网 络 含 有 不 同 的 EC 层 。 用 包括 血管 平滑 肌 细 胞 的 均 质 ( 即 , 单 型 
的 ) 群 的 生物 墨水 制造 的 生物 打印 构建 体 (高 浓度 EC 溶液 被 生物 打印 在 它 上 面 ) ,被 发 现在 
该 构建 体外 围 含 有 不 同 的 EC 层 。 

[0277] ”实施 例 3- 多 孔 板 

[0278] ”制备 用 于 使 用 多 种 生物 墨水 形式 的 生物 打印 的 细胞 群体 ( 均 质 的 或 异 质 的 ) ,包括 
圆柱 形 生物 墨水 聚集 体 、 细 胞 聚集 体 的 悬浮 液 或 细胞 悬浮 液 / 浆 料 , 任 选 伟 有 挤 出 化 合 物 。 
简 言 之 ,为 制备 圆柱 形 生物 墨水 ,利用 重组 人 胰 和 蛋白酶 (75ug/mL,Roche) 或 0.05% 胰 蛋白 
(Invitrogen) 将 细胞 从 标准 组 织 培养 塑料 制品 释放 ,在 酶 释放 之 后 ,接着 将 细胞 洗涤 、 收 
集 、 计 数 并 以 需要 的 比例 ( 即 :50:50 的 肝 星 形 细胞 (hSC) :内 皮 细 胞 (EC) ) 结合 ,并 通过 离心 
进行 沉淀 。 随 后 ,从 细胞 沉淀 物 除 去 上 清 液 ,并 将 细胞 混合 物 吸 入 所 需 直 径 (内 径 一 般 为 500 
hm 或 250um) 的 玻璃 微细 管 中 。 随 后 将 这 个 圆柱 形 细胞 制备 物 挤 入 模具 中 ,该 模具 由 具有 用 
于 生物 墨水 成 熟 的 孔道 的 非 细 胞 粘着 水 凝 胶 材 料 形成 .随后 ,将 所 得 生物 墨水 圆柱 体 在 完 
全 细胞 培养 基 中 培养 任 经 验 确定 的 时 间 ,一 般 为 2 至 24 小 时 。 

[0279] “为 了 制备 细胞 聚集 体 的 细胞 悬 译 液 或 细胞 浆 料 ,遵循 了 本 文中 描述 的 细胞 繁殖 和 
释放 方案 。 在 产生 细胞 沉淀 物 时 ,从 沉淀 物 除 去 上 清 液 ,并 将 沉淀 物 转移 到 常规 的 沉积 注射 
器 。 然 后 ,将 这 个 注射 器 安装 到 用 于 将 细胞 聚集 体 溶液 或 浆 料 直接 生物 打印 到 多 孔 板 中 的 
生物 打印 机 沉积 头 上 。 

[0280] ”然后 ,将 复制 组 织 构建 体 生 物 打 印 到 多 孔 组 织 培养 板 (例如 ,6 孔 或 24 孔 ) 的 孔 中 或 
多 了 和 孔 细胞 培养 插入 物 ( 即 :Transwel1 ,BD) 中 ,然后 被 放 进 合适 的 多 孔 板 。 在 生物 打印 后 ,使 
三 维 构建 体 与 相关 的 培养 基 成 熟 /调适 (conditioned) 一 段 时 间 ,一 般 为 3 至 14 天 。 在 成 熟 
后 ,将 构建 体 收获 .固定 并 进行 用 于 常规 组 织 学 和 免疫 组 织 化 学 的 处 理 。 
[0281] ”结果 

[0282] 在 多 和 孔 培养 板 或 多 和 孔 培养 插入 物 (随后 被 插入 到 多 孔 板 ) 中 ,成 功 制造 了 生物 打印 
的 组 织 。 这 个 方法 允许 生成 复制 生物 打印 组 织 ,其 任 选 地 被 培养 和 处 理 , 以 形成 相同 或 独特 
的 培养 条 件 。 这 个 方法 导致 在 生物 打印 过 程 的 处 理 能 力 和 样品 形成 中 的 显著 增加 (参见 图 
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16) 。 

[0283] ”实施 例 全 生物 打印 的 新 组 织 的 刺激 

[0284] ”制备 包括 相关 的 异 质 ( 即 ,多 型 ) 细胞 群体 的 圆柱 形 生 物 墨 水 .以 特定 的 比例 将 细 
胞 生理 上 相关 的 群体 (例如 , 肝 星 形 细胞 (hSC) 和 人 主动 脉 内 皮 细 胞 (BC) ) 结合 ,以 产生 合适 
的 生物 墨水 。 将 细胞 在 标准 实验 室 条 件 下 保持 并 繁殖 ,并 将 细胞 在 以 下 培养 基 中 塔 养 :从 与 
细胞 相同 的 供应 商 处 购买 的 培养 基 ,或 者 包括 在 原始 文献 中 一 般 发 现 的 对 那些 特殊 细胞 类 
型 的 标准 细胞 培养 实践 有 利 的 组 分 的 培养 基 。 用 于 生物 墨水 制备 的 细胞 处 理 如 下 : 简 言 之 ， 
通过 无 阳离子 的 磷酸 盐 缓 冲 盐水 PBS) 洗涤 ,将 细胞 从 标准 组 织 培养 塑料 制品 中 释放 , 然后 
将 细胞 暴露 于 0.1-0.05% 的 胰 和 蛋白 酶 nvitrogen) 。 然 后 ,将 释放 的 细胞 用 含有 血清 的 培 
基 洗 涤 、 收 集 、 计 数 并 (对 于 刺激 分 析 或 正在 进行 的 实验 ) 以 合适 的 比例 合并 ,通过 离心 进 
行 沉淀 。 然 后 ,除去 上 清 液 , 并 将 细胞 沉淀 物 吸 入 玻璃 微细 管 中 ,随后 将 其 浸入 完全 培养 基 
中 大 约 15 至 20 分 钟 。 随 后 ,将 该 圆柱 形 生物 墨水 结构 挤 入 非 细胞 粘着 的 水 凝 胶 模 具 中 (含有 
线性 通道 ) ,并 保持 2 至 18 小 时 。 然 后 ,使 用 含有 hSC:EC 的 圆柱 形 生物 墨水 制造 生物 打印 的 组 
织 构建 体 并 在 加 湿 的 腔 室 中 保持 和 /或 成 熟 。 制 造 了 初始 尺寸 为 1 .25mm x 8mm x 0.25mm (W 
xLx 印 的 组 织 区 段 。 在 打印 后 成 熟 期 间 ,将 一 些 构建 体 暴 露 于 细胞 因子 TGF-B1 以 引发 组 
织 特 异性 响应 ( 见 图 15) 。 

[0285] “对 于 需要 均 质 ( 即 , 单 型 ) 细胞 层 的 组 织 构建 体 , 受 限于 上 表面 ,利用 含有 相关 细胞 
类 型 来 进行 第 二 细胞 制备 。 典 型 地 ,在 高 深度 细胞 悬浮 液 中 ,制备 血管 内 皮 细 胞 或 小 气 道上 
皮 细 胞 (分 别 对 于 血管 壁 和 人 肺 组 织 模型 ) 。 简 言 之 ,如 上 所 述 ,将 细胞 释放 收集 、` 计 数 并 通 
过 离心 进行 沉淀 ,除去 上 清 液 ,并 将 细胞 沉淀 物 再 悬浮 于 小 体积 的 完全 培养 基 中 ,生产 1x 
105 个 细胞 /uaL 的 高 浓度 细胞 团 。 随 后 ,将 该 细胞 悬浮 液 在 4C 下 储存 ,直至 使 用 。 

[0286] 然后 ,将 生物 打印 的 新 组 织 浸入 含有 血清 的 完全 细胞 培养 基 中 ,并 放 在 补充 有 5% 
C02 的 标准 加 湿 室 中 来 成 熟 , 随 后 ,将 该 生物 打印 的 新 组 织 采 用 相关 的 细胞 因子 培养 并 刺激 
预定 的 时 间 ,并 进行 福 尔 马 林 -固定 、 收 获 ,以 及 进行 用 于 常规 组 织 性 和 免疫 组 织 化 学 的 处 
里 。 评 价 生物 打印 的 组 织 的 以 下 特征 ,例如 但 不 限于 :组 织 形态 、 细 胞 结构 、 细 胞 外 基质 的 产 
生 、 细 胞 增殖 、 细 胞 活力 和 构建 体 完整 性 。 

[0287] “通过 直接 向 培养 基 添 加 细胞 因子 ,并 采用 添加 的 和 蛋白质 培 养生 物 打印 的 组 织 ,来 
进行 细胞 因子 刺激 以 提供 细胞 对 合适 刺激 的 直接 且 延 长 的 通道 .一般 在 0.1 至 100ng/mL 的 
剂量 下 (取决 于 实验 细胞 因子 的 ED50) 来 进行 剂量 -反应 实验 .对 于 其 中 实施 时 间 超 过 48 小 
时 的 细胞 因子 刺激 的 实验 ,改变 培养 基 , 且 每 48 小 时 加 入 新 鲜 的 细胞 因子 。 

[0288] ”结果 

[0289] ”用 先前 已 经 显示 在 二 维 的 体外 系统 中 引起 细胞 反应 的 细胞 因子 成 功 刺激 了 含有 
生理 上 相关 的 细胞 群体 的 生物 打印 的 新 组 织 。 发 现在 生物 打印 的 三 维 组 织 构建 体 中 观察 的 
反应 依赖 于 剂量 ,并 且 仅 限于 该 生物 打印 的 构建 体内 的 细胞 (参见 ,例如 ,图 15) 。 

[0290] ”实施 例 5- 用 连续 沉积 来 生物 打印 共 成 型 的 功能 性 肝 组 织 微观 结构 

[0291] ”30%PF-127 的 制备 

[0292] ”利用 PBS 制 备 30%PF-127 溶 液 (w/w) 。 利 用 维持 在 4C 的 磁力 搅拌 板 ,将 PF-127 粉 末 
与 冷 的 PBS 混 合 。 完 全 溶解 发 生 在 大 约 48 小 时 内 。 

[0293] ”细胞 制备 和 模具 的 共 打 印 及 填充 
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[0294] 利用 生物 打 印 机 和 米 用 510um 的 分 配 末端 閣 3mL 的 PF-127 溶 液 吸入 3cc 備 麻 中 , 閣 
30% 的 PF-127 溶 液 生物 打 印 到 6 孔 的 Transwell 中 ,并 形成 单个 六 边 形 及 依次 层 化 6 次 。 
[0295] ”在 1000g 下 将 由 7.8x10' 个 肝 细 胞 (HepG2) 构成 的 细胞 悬浮 液 离心 6 分 钟 , 以 产生 细 
胞 浆 料 。 通 过 510um 喷 针 , 挤 出 5nL 的 细胞 浆 料 ,以 填 入 每 个 三 角形 模具 (参见 图 5A) 。 将 六 边 
形 模 具 在 室温 下 温 育 15 分 钟 .将 3mL 培 养 基 (补充 有 10%FBS 和 1X 青 霉 素 、 链 霉 素 和 两 性 霉 素 
B 的 DMEM) 与 如 上 负载 的 Transwel1 加 入 到 孔 中 ,之 后 在 37C 和 5%(C0? 下 温 育 。 在 45 分 钟 内 ， 
将 PF-127 模 具 溶 解 在 培养 基 中 , 留 下 完整 的 成 型 的 肝 生 物 黑 水 ,以 形成 细胞 和 间隙 的 平面 
几何 图 形 (参见 图 5B) .为 从 培养 基 中 除去 残留 的 PF-127 ,将 Transwell 转 移 到 含有 3mL 培 养 
基 的 新 和 孔 中 ,并 温 育 两 个 小 时 ,将 这 个 操作 额外 重复 两 次 ,使 得 用 超过 6 小 时 进行 了 总 共 9mL 
的 培养 基 交 换 。 

[0296] ”6 小 时 后 ,将 Transwell 转 移 到 没有 培养 基 的 新 孔 中 ,并 以 90% 人 主动 脉 内 皮 细 胞 
和 10% 肝 星 形 细胞 的 比例 ,将 2x105 个 细胞 的 细胞 悬浮 液 分 配 , 以 填 入 由 FP-127 模 具 溶 解 形 
成 的 空白 中 ,将 肝 构 建 体 在 室温 下 温 育 15 分 钟 ,在 温 育 15 分 钟 后 ,4mL 培 养 基 含有 85% 比 例 
的 培养 基 (补充 有 10%FBS 和 1X 青 霉 素 、 链 霉 素 和 两 性 霉 素 B 的 DMEM, 以 负载 肝 细 胞 和 肝 星 形 
细胞 ; 和 15% 补 充 有 2%LSGS、10%FBS HEPES 和 1X 青 霉 素 、 链 霉 素 和 两 性 霉 素 B 的 M199, 以 负 
载 人 主动 脉 内 皮 细 胞 ) ,将 该 构建 体 在 37'C 和 5%C0s 下 温 育 48 小 时 ,以 形成 连续 的 构建 体 ， 
该 构建 体 具有 包括 插入 包括 内 皮 细 胞 的 组 织 的 肝 实 质 的 小 叶片 (三 角形 ) 结构 的 平面 几何 
形状 。 

[0297] ”实施 例 6- 功 能 性 肝 组 织 的 生物 打印 和 表征 

[0298] ”细胞 培养 

[0299] ”按照 制造 商 的 方案 纯化 冷冻 保存 的 初级 人 肝 细 胞 (Life Technologies) 并 在 补充 
有 青 霍 素 100I.U./ml、 链 霉 素 0.25ung/ml 和 两 性 霉 素 85ug/ml (1XP/S/A) (Life 
Technologies) 的 肝 细 胞 保持 培养 基 (Hepatocyte Maintenance Media) (Life 
Technologies) 中 温 育 。 以 下 细胞 在 生物 打印 的 组 织 的 非 实质 细胞 组 分 中 使 用 :人 脐 静 脉 内 
皮 细 胞 (HUVEC;Becton Dickenson) 和 肝 星 形 细 胞 (ScienCe11) ,并 根据 制造 商 的 说 明 繁 殖 。 
HUVEC 在 EGM-2 培 养 基 (Lonza) 中 生长 ,而 肝 星 形 细胞 在 补充 有 10%FBS (Life 
Technologies)、 青 霉 素 100I.U./ml1、 链 霉 素 0.25ug/ml 和 两 性 霉 素 85hg/ml (1XP/S/A: 
Corning) 的 DMEM (Corning) 中 生长 。 

[0300] ”在 诱导 分 析 中 使 用 的 化 学 品 

[0301] 下列 试剂 购 自 Sigma: 利 福 平 .双氯芬酸 、 维 拉 帕 米 、5- (和 -6) -羧基 -2 ,7 二 氧 欧 
光 素 二 乙酸 盐 和 维生素 D3。 

[0302] ”生物 墨水 制备 

[0303] ”生物 墨水 基于 本 文 所 述 的 方案 和 技术 制备 ,为 了 制备 含有 细胞 的 水 凝 胶 ,根据 第 
造 商 的 说 明 制 备 了 NovoGel 2.0(Organovo, Inc.) ,并 在 生物 打印 前 引入 非 实 质 细 胞 群体 。 
[0304] 生物 打 印 

[0305] ”使 用 标准 0rganovo 生 物 打 印 方案 和 NovoGen MMX Bioprinter 或 其 改进 型 直接 将 
所 有 组 织 制造 到 标准 组 织 培养 孔 插 入 物 (Corning Transwe11) 的 膜 上 ,生物 打印 的 肝 组 织 
包括 在 Novogel 2.0 中 含有 非 实质 细胞 ( 肝 星 形 细 胞 ,HUVEC) 的 边 部 。 该 边 部 限定 包含 内 部 
的 区 室 。 该 区 室 的 内 部 填充 有 含有 初级 肝 细 胞 的 细胞 浆 料 。 该 生物 打印 的 肝 组 织 还 包括 包 
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含 Novogel 1.0 的 沟 槽 moat) 。 图 20 示 出 了 生物 打印 的 人 肝 组 织 的 具体 实例 ,在 实验 期 间 ， 
生物 打印 的 肝 组 织 保持 在 这 些 膜 上 。 每 天 用 90% 初 级 肝 细 胞 培养 基 和 10%EGM-2 的 600n1 混 
合 物 对 构建 体 进行 培养 基 更 换 , 并 在 37'C 下 在 补充 有 5%C02 的 加 湿 空 气 条 件 下 温 育 。 收 集 
耗 尽 的 培养 基 用 于 分 析 分 泌 的 因子 ,并 且 收 获 肝 组 织 用 于 终点 分 析 (例如 ,基因 表达 、 组 织 
学 、 组 织 活力 等 ) 。 

[0306] “分泌 和 蛋白 质 检测 

[0307] “收集 耗 尽 的 培养 基 并 在 -80C 下 储存 ,然后 通过 可 商 购 的 ELISA 试 剂 盒 对 以 下 肝 代 
谢 物 进行 分 析 : 白 蛋白 (Bethy1 Laboratories) 、 纤 维 蛋白 原 (GenWay Labs) 和 转 铁 和 蛋白 
(GenWay Labs) 。 使 用 亦 光 法 (Cayman Biochemical) 定量 胆固醇 生物 合成 。 用 可 商 购 的 试剂 
(Abcam) 比 色 测量 乳酸 脱氧 酶 (LDH 活性 。 

[0308] ”用 于 转录 谱 分 析 的 RNA 分 离 和 cDNA 合成 

[0309] 使用 Quick-RNA MiniPrep (Zymo) 按照 制造 商 的 说 明 从 三 维 肝 构建 体 提取 大 量 
RNA。 使 用 分 光 光 度 计 (Beckman Coulter DU 640) 对 RNA 进 行 定量 ,按照 制 造 商 的 说 明 
(CloneTech) 在 每 个 单独 的 cDNA 合成 SmartScribe 反 应 中 使 用 2ug 输 入 RNA。 按 照 制造 商 的 指 
导 (Life Technologies) ,将 FAM 染 料 标 记 的 针对 CYP3A4 的 和 VIC 染 料 标记 的 针对 18S 的 
TaqMan(Life Technologies) 探 针 和 引物 对 在 TaqMan Universal Master Mix UNG 中 使 用 。 
使用 Step One Plus 系统 (Life Technologies) 检测 转录 扩 增 子 。 

L0310] ”组 织 学 分 析 : 肝 组 织 的 石蜡 制备 

[0311] ”在 室温 下 将 肝 构 建 体 在 2% 低 聚 甲醛 溶液 (PBS 中 的 2% 低 聚 甲醛 、10mM 握 化 钙 、 
50mM 識 糖 ) 中 原 位 固定 24 小 时 。24 小 时 后 , 移 除 固定 溶液 并 用 70%% 乙醇 蔡 换 。 将 附 有 
Transwel1 膜 的 构建 体 浸 没 在 塑料 活检 模具 中 的 45C 液 体 Histogel (American 
MasterTech,Lodi ,CA, 目 录 号 EMHGECS) 中 ,并 使 其 在 室温 下 固化 。 然 后 使 用 组 织 加 工 器 对 有 具 
有 包 埋 的 肝 构 建 体 的 Histogel 块 进行 针对 石蜡 包 埋 的 加 工 。 用 石蜡 渗透 后 ,将 肝 构 建 体 包 
埋 在 石蜡 模具 中 ,并且 使 用 旋转 切片 机 (Jung Biocut 2035,Leica Microsystems ,Buffalo 
Grove, TL) 产生 5vm 横 截面 ,为 了 进行 苏 木 精 和 曙 红 染色 ,将 载 片 (slide) 在 二 甲 茶 中 脱 蜡 并 
通过 100%、95%、70% 和 50% 乙 醇 再 水 合并 在 蒸馏 水 中 漂洗 。 将 载 片 浸入 Gil1 苏 木 精 
(Fisher Scientific,Pittsburgh,PA) 中 。 用 蒸馏 水 漂洗 后 ,将 载 片 短暂 地 浸入 0.2%w/v 氧 
氧化 铵 中 。 在 用 蒸馏水 漂洗 后 ,将 载 片 浸入 瞩 红 水 溶液 ( American MasterTech) 中 。 然 后 通 
过 乙醇 梯度 使 载 片 脱水 ,在 二 甲苯 中 清洗 ,并 用 树脂 固定 介质 (resinous mounting media) 
(CytoSeal ,Fisher Scientific) 固定 。 
[0312] ”根据 制造 商 的 说 明 (Abcam,Cambridge,MA) 进行 高 碘 酸 -Sciff 染 色 。 

[0313] ”为 了 进行 免疫 组 织 化 学 分 析 , 将 载 片 在 二 甲 茶 中 脱 蜡 ,并 在 蒸馏 水 最 终 洗涤 前 通 
过 将 其 顺序 地 浸入 100% .95% 、70% 和 50% 乙 醇 中 再 水 合 。 使 用 标准 的 微波 炉 将 溶液 和 载 
片 加 热 至 接近 沸腾 ,随后 缓慢 冷却 30 分 钟 , 使 再 水 合 的 切片 在 10nM 李 榜 酸 钠 pH 6.0 中 经 历 
热 介 导 的 抗原 恢复 。 然 后 将 载 片 用 在 Tris 缓 冲 盐水 TBS) 中 的 10% 山 羊 血清 封闭 1 小 时 , 随 
后 在 4C 下 与 第 一 抗体 温 育 过 夜 .采用 了 以 下 第 一 抗体 : 免 抗 E- 钙 粘 蝇 白 (Abcam;1:50) ;小 
鼠 抗 白 蛋白 (Sigma-Aldrich,St.Louis,MO:1:200) ; 免 抗 结 蛋白 (Abcam:1:200) ;小 鼠 抗 - 
CD31 (Abcam;1:25) 。 然 后 将 切片 在 含有 0.1%Tween 20 的 TBS 中 洗涤 三 次 ,并 使 其 与 在 TBS 中 
1:200 稀 释 的 AlexaFluor 488 或 AlexaFluor 568 侦 联 的 第 二 抗体 (Life Technologies, 
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Car]sbad,CA) 温 育 。 然 后 閣 切片 在 TBS-0.1%Tween 20 中 洗涤 三 次 ,用 蒸馏 水 漂洗 ,并 用 含 
有 DAPI 的 固定 介质 (Vector Labs,Burlingame,CA) 进行 固定 。 
[0314] ”用 于 冷冻 切片 的 构建 体 的 制备 

[0315] ”将 肝 构 建 体 用 DPBS 漂 洗 一 次 ,浸入 Tissue-Tek 0CT 化 合 物 (Sakura Finetek 
Europe B.V. ,Netherlands) 中 ,并 双 冻 ,然后 在 低温 恒温 器 (Leica Cryocut 1800,Leica 
Microsystems) 上 将 含有 肝 构 建 体 的 冷冻 块 切 成 5bm 的 切片 ,将 切 成 的 切片 在 -20'C 液 态 丙 
酮 中 迅速 固定 ,并 使 其 在 室温 下 风干 20 分 钟 ,对 于 油 红 0 染色 ,将 载 片 在 燕 馏 水 中 再 水 合并 
温 入 60% 异 丙 醇 中 2 分 钟 ,在 室温 下 ,用 60% 异 丙 醇 中 的 0.3%w/v 油 红 0 Sigma-Aldrich) 将 
载 片 染色 15 分 钟 ,随后 用 60% 异 丙 醇 漂洗 1 分 钟 ,将 载 片 短暂 浸入 Gil1l 苏 木 精 中 以 复 染 。 载 
片 用 蒸 備 水 漂 洗 , 井 用 水性 介 原 American MasterTech) 固定 。 
[0316] ”显微镜 检查 

[0317] 使用 Zeiss Axioskop 显 微 镜 (Zeiss,Jena,Germany) 对 H&E、PAS 和 油 红 0 染色 的 载 
片 进行 成 像 。 用 Insight2 相 机 和 Spot 5.0 软 件 (Diagnostic Instruments ,Inc. ,Sterling 
Heights ,MI) 获得 图 像 。 用 Zeiss AxioImager 显 微 镜 对 荧光 染色 的 载 片 进行 成 像 ,并 且 用 
Zeiss ICM-1 相 机 和 Zen Pro 软 件 获得 图 像 。 

[0318] S9 部 分 的 制 各 

[0319] ”从 三 维 肝 构建 体 中 吸取 介质 ,并 将 补充 有 1X 和 蛋白 酶 抑制 剂 混合 物 (Sigma) 的 400u1 
的 磷酸 盐 缓 冲 盐 水 (Corning) 添加 至 构建 体 ,随后 在 -80'C 下 冷冻 。 将 该 构建 体 解冻 并 采用 
TissuRuptor (Qiagen) 和 一 次 性 端 头 在 3000rpm 下 90 秒 、 接 着 中 止 90 秒 、 随 后 在 3000rpm 下 多 
浆 化 90 秒 使 其 勾 奖 化 。 将 匀 浆 化 的 上 清 液 在 4C、20,000X g 下 离心 20 分 钟 .将 上 清 液 转移 到 
新 的 管 中 , 随 后 进行 蛋白 质 定 量 。 
[0320] ”蛋白 质 定 量 
[0321] ”采用 Bradford 分 析 (Sigma) ,以 牛 白 蛋白 为 标准 (Sigma) ,完成 了 和 蛋白质 定 量 。 
[0322] CYP 3A4 分 析 

[0323] 蛋白 质 含 量 对 $9 部 分 进行 归 一 化 ,并 按照 制造 商 的 方案 在 Luciferin-IPA 分 析 
(CYP ProGlo:Promega) 中 使 用 ,并 使 用 读 板 仪 Polarstar,BMG) 读 取 发 光 。 

[o324] ”统计 学 

[0325] 用 GraphPad Prism 软 件 进行 ANOVA 和 students t- 检 验 统计 学 分 析 。 

[0326] ”结果 

[0327] ”该 生物 打印 的 肝 组 织 包含 类 似 人 体 组 织 的 多 细胞 结构 。 像 天 然 肝 组 织 一 样 , 生 物 
打印 的 肝 组 织 包 含 在 特定 区 域 宣 集 的 特定 的 细胞 类 型 (例如 , 肝 星 形 细胞 、 肝 细胞 .内皮 细 
胞 等 ) ,从 而 产生 图 案 化 的 区 室 化 的 结构 。 

[0328] ”生物 打印 的 肝 组 织 的 组 织 学 表征 显示 出 天 然 肝 脏 的 关键 特征 ,包括 高 细胞 密度 ， 
和 ECM、 脂 质 和 糖 原 的 产生 。 见 图 21 (打印 后 第 7 天 ) 。 三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 显 示 出 引 人 注 目 
的 组 织 学 特征 ,包括 紧密 连接 (通过 E- 钙 粘 和 蛋白 、 白 蛋白 和 DAPI 的 可 视 化 来 观察 ) ,和 静止 星 
形 细胞 以 及 微血管 结构 (通过 结 和 蛋白 `.CD31 和 DAPI 的 可 视 化 来 观察 ) 。 三 维 生 物 打印 的 肝 组 
织 显示 出 在 初始 制造 后 良好 继续 的 区 室 化 ,在 打印 后 第 21 天 ,确定 被 非 实 质 “ 间 质 ” 围 绕 的 
肝 细 胞 区 域 。 见 图 22, 出 乎 意料 的 是 ,该 生物 打印 的 肝 组 织 显 示 出 明显 的 自 组 织 成 小 叶 型 结 
构 , 这 非常 接近 地 模拟 了 天 然 肝 脏 。 
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[0329] ”观察 到 的 结构 支持 功能 和 活力 持续 超过 40 天 ,从 而 使 得 能 够 长 期 测试 ,例如 , 低 剂 
量 、 重 复 暴 露 和 慢性 病理 学 状况 ,在 三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 (初级 肝 细 胞 ) 中 , 肝 特 异性 的 功 
能 维持 超过 40 天 。 生 物 打印 的 肝 组 织 显示 出 直至 6 周 (42 天 ) 的 白 蛋 白 的 连续 产生 , 远 超过 了 
所 发 表 的 传统 二 维 技术 中 初级 肝 细胞 的 时 间 进 程 , 见 图 23。 生 物 打印 的 肝 组 织 还 显示 出 其 
他 肝 细 胞 因子 如 胆固醇 的 持续 产生 。 见 图 23。 

[0330] ”三 维 生 物 打印 的 人 肝 组 织 展现 出 在 现 有 二 维 方法 中 无 法 实现 的 其 他 相关 代谢 物 
(包括 转 铁 蛋 白 和 纤维 蛋白 原 ) 的 产生 。 见 图 24。 

[0331] ”三 维 生 物 打印 的 人 肝 还 展现 出 胆 小 管 形成 的 标志 物 , 胆 汁 盐 输出 蛋白 (BSEP) 是 位 
于 肝 细 胞 的 小 管 膜 内 的 膜 重 白 。BSEP 的 主要 功能 是 从 肝 细 胞 中 清除 未 绥 合 的 和 绥 合 的 胆 汗 
酸 和 盐 。 此 外 ,BSEP 表 达 指 示 天 然 组 织 内 的 极 性 。.BSEP (针对 BSEP 蛋 白 用 IHC 染 色 ) 、 白 蛋白 和 
DAPI 的 组 织 学 可 视 化 表明 ,BSEP 在 肝 细 胞 白 和 蛋白 生产 细胞 中 存在 .图 25 示 出 了 在 打印 后 第 
10 天 两 个 生物 打印 的 肝 组 织 中 BSEP mRNA 相对 于 持家 基因 RNA(18s RNA) 的 相对 量 的 计算 。 
BSEP 的 可 检测 水 平 支 持 组 织 学 发 现 。 

[0332] ” 相 比 于 在 数 天 后 失去 功能 的 二 维 初 级 肝 细 胞 ,生物 打印 的 三 维 肝 组 织 构建 体 显示 
出 活性 CYP3A4 酶 的 持续 可 诱导 性 (可 被 维 拉 帕 米 抑制 ) 。 见 图 26。 
[0333] ”三维 生物 打印 的 肝 组 织 显 示 出 对 已 知 肝 毒物 的 类 似 天 然 的 响应 ,该 毒物 包括 双 氧 
芬 酸 、 曲 伐 沙 星 和 甲 氨 蝶 叭 .图 27 示 出 了 在 中 上 度 剂量 双氯芬酸 下 CYP3A4 的 诱导 ,随后 在 较 高 
剂量 下 损伤 ,如 根据 乳酸 脱氧 酶 (LDH) 所 测量 的 ,图 28 示 出 了 在 曲 伐 沙 星相 对 于 左 氧 气 沙 星 
的 多 剂量 研究 中 观察 到 的 白 蛋 白 的 减少 和 LDH 的 增加 (m==3, 在 4 天 中 2 个 剂量 ) ,观察 到 曲 伐 
沙 星 的 作用 较 接 近 于 临床 Cnax ( 约 4uM) 。 这 与 没有 观察 到 LDH 诱 导 的 传统 二 维 初 级 肝 细 胞 培 
养 物 形成 对 比 .图 29 示 出 了 在 甲 氨 蝶 叭 的 多 剂量 研究 中 观察 到 的 活力 (通过 ATP- 细 胞 滴 度 
glo 所 测量 的 ) 和 白 蛋 白 的 减少 和 LDH 的 增加 =3 ,每 天 给 药 持续 7 天 ) 。 

[0334] 《三维 生物 打印 的 肝 组 织 显示 出 对 生理 学 相关 分 子 如 维生素 D 的 类 似 天 然 的 响应 。 
维生素 D 对 保持 体内 稳 态 很 重要 。 维 生 素 D 可 以 通过 饮食 摄 入 而 获得 或 由 皮肤 内 的 细胞 合 
成 。 肝 将 维生素 D 加 工 成 对 骨 形 成 /维护 很 重要 的 代谢 物 ,并 加 工 成 可 以 被 肯 脏 排出 的 形式 。 
维生素 D 还 刺激 肝脏 中 CYP3A4 的 表达 ,并 可 以 潜在 地 影响 药物 的 生物 利用 度 。 进 行 了 用 1、5、 
10nM 的 维生素 D 处 理 的 生物 打印 的 三 维 肝 组 织 的 转录 谱 分 析 。 进 行 了 CYP3A4 转 录 物 的 相对 
表达 的 测量 .图 30 示 出 ,对 于 5 和 10nM 维 生 素 D 处 理 ,CYP3A4 活 性 分 别 被 刺激 了 约 7 倍 和 4 倍 。 
[0335] ”实施 例 7- 引 入 桂 否 细胞 的 功能 性 肝 组 织 的 生物 打印 

[0336] ”村 否 细胞 的 引入 使 得 能 够 研究 Organovo 的 3D 肝 组 织 的 免疫 学 方面 。 将 枯 否 细胞 以 
生理 学 相关 的 百分比 引入 到 生物 打印 的 肝 构建 体内 。 该 构建 体 以 剂量 依赖 性 的 方式 响应 于 
LPS 刺 激 (LPS :大 肠 杆 菌 0127:B8;Sigma) 。 见 图 31.。 将 枯 否 细胞 以 生理 学 相关 的 百分比 ( 约 
12%) 生物 打印 到 生物 打印 的 肝 构 建 体 中 。 该 构建 体 以 剂量 依赖 性 的 方式 响应 于 LPS 刺 激 。 
IL-10 和 TNF-qa 是 相反 的 细胞 因子 。IL-10 的 表达 降低 TNF-a 的 表达 。 这 在 生物 打印 的 3D 肝 组 
织 内 观察 到 ,并 且 在 100ng/ml 剂 量 的 LPS 时 最 显著 。 见 图 32。 

[0337] ”实施 例 8- 引 入 肝 罕 内皮 细胞 的 功能 性 肝 组 织 的 生物 打印 

[0338] ” 肝 窦 内皮 细胞 的 引入 使 得 能 够 研究 三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 的 免疫 学 方面 , 肝 窦 内 
皮 细 胞 (HSEC) 是 天 然 肝 脏 内 皮 细 胞 群体 .图 33 示 出 了 HSEC 的 二 维 单 层 。 这 些 细胞 具有 独特 
的 特征 ,包括 用 于 免疫 学 应 答 的 细胞 信号 传导 。.HSEC 通 过 在 2D 培 养 物 中 产生 IL-6 而 响应 于 


49 


CN 105209605 B 说 明 47/47 页 


LPS ,在 图 34 中 示 出 。 相 反 , 当 HUVEC 受 LPS 刺 激 时 ,其 不 产生 可 检测 量 的 IL-6。 当 引入 生物 打 
印 过 程 中 时 ,HSEC 产 生 融 合 的 3D 肝 组 织 。 图 35 示 出 了 含有 HSEC 的 融合 的 三 维 肝 组 织 。 为 产生 
该 组 织 , 将 肝 赛 内 皮 细 胞 引入 到 非 实 质 部 分 中 ,产生 融合 的 结构 。 

[0339] ”实施 例 9- 小 分 子 渗透 

[0340] ”进行 实验 以 确定 小 分 子 是 否 能 够 贯穿 三 维 生 物 打印 的 肝 组 织 而 渗透 ,将 5- ( 和 - 
6) -羧基 -2 ,7 二 氧 菊 光 素 二 乙酸 盐 以 1nM 补 充 到 3D 肝 组 织 的 培养 基 中 ,持续 24 小 时 .用 lml 
的 卫 SS 绥 冲 液 漂洗 构建 体 并 吸出 洗涤 缓冲 液 .此 过 程 重复 3 次 。 添 加 0CT 包 埋 溶液 ,并 将 该 构 
建 体 又 冻 , 并 进行 冷冻 切片 用 FITC 通 道 在 495nm 处 激发 对 5 微米 切片 进行 可 视 化 。 分 子 5- 
(和 -6) -羧基 -2 ,7 二 氯 荧光 素 二 乙酸 盐 的 灾 光 组 分 在 此 波长 激发 。 该 切片 进入 构建 体内 
约 150 微 米 ,并 且 到 处 都 观察 到 莹 光标 记 的 化 合 物 .5- (和 -6) -羧基 -2 ,7 二 氧 获 光 素 二 乙 
酸 盐 的 分 子 量 为 529.28。. 图 36 示 出 了 冷冻 切片 的 3D 肝 组 织 在 5X 下 的 FITC 成 像 ,显示 出 小 分 
子 渗透 。 

[0341] ”尽管 本 文中 已 经 示 出 并 描述 了 本 发 明 的 优选 实施 方案 ,但 对 本 领域 技术 人 员 而 言 
显而易见 的 是 :这 些 实施 方案 仅仅 是 以 示例 的 方式 提供 的 。 本 领域 技术 人 员 在 不 偏离 本 发 
明 下 ,现在 将 想到 多 种 变化 改变 和 蔡 代 。 应 当 理 解 ,本 文中 描述 的 本 发 明 实 施 方案 的 各 种 
替代 方案 任 选 地 用 于 实施 本 发 明 。 
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图 10 
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